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A b s t r a c t
T h e e n v i r o n m e n t a l c o n t a m i n a n t c y c l o p e n t a [c d ]p y r e n e (C P P ) i s a p o t e n t
g e n o t o x i c c a r c i n o g e n . O n c e i n h a l e d o r i n g e s t e d , t h e c o m p o u n d c a n b e r e a d i l y
a c ti v a t e d t o m e t a b o l i t e s c a p a b l e o f d i s r u p t i n g c e l l u l a r D N A . I n t h e p r e s e n t s t u d y
w e u n d e r t o o k t o c h a r a c t e r i z e t h e n a t u r e o f t h e c h e m i c a l i n t e r a c ti o n b e t w e e n th e
p u t a ti v e r e a c ti v e m e t a b o l i t e o f C P P , C P P - 3 , 4 - o x i d e , a n d n u c l e o ti d e b a s e s o n t h e
D N A s t r a n d . M e th o d s f o r a d d u c t f o r m a ti o n a n d s u b s e q u e n t r e t r i e v a l o f
n u c l e o s i d e a d d u c t s w e r e d e v e l o p e d , a l l o w i n g f o r s t r u c t u r a l c h a r a c t e r i z a ti o n o f a
n u m b e r o f C P P - D N A a d d u c t s b y n u c l e a r m a g n e ti c r e s o n a n c e s p e c t r o s c o p y a n d
m a s s s p e c t r o m e t r y .
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D r . S a n g a i a h w a s a n o t h e r p i l l a r o f s u p p o r t . H i s r a r e c o m b i n a t i o n o f p a t i e n c e ,
o p t im i s m a n d t e c h n i c a l e x p e r t i s e w a s g r a t i f y i n g , a n d h i s m a g i c t o u c h w a s
i n s t r u m e n t a l i n a l l o w i n g f o r t h e s u c c e s s e s s e e n h e r e . A l s o , g r e a t t h a n k s g o o u t t o
D r . G o l d a n d D r . C u n n i n gh a m ; t h e v a l u e o f t h e i r w i s d o m a n d u n i q u e
p e r s p e c t i v e s c o n t r i b u t e d g r e a t l y t o t h i s p r o j e c t .
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s p e c i a l r e c o gn i t i o n f o r b e i n g a b l e t o i n t e r p r e t s a m p l e s a s d i f f i c u l t a s s o m e o f
t h o s e s e e n h e r e . C a n d a c e P r u s i e w i c z s h o u l d a l s o b e a c k n o w l e d ge d f o r p r o v i d i n g
m e w i t h m u c h o f t h e c h e m i c a l m a t e r i a l w i t h w h i c h t h e s e e x p e r im e n t s w e r e
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I n t r o d u c t i o n :
P o l y c y c l i c A r o m a t i c H y d r o c a r b o n s : S o u r c e s i n t h e E n v i r o n m e n t
T h e p o ly c y c l i c a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s (P A H ) c o n s t i t u t e a m a j o r c l a s s o f
e n v i r o n m e n t a l c o n t a m i n a n t s s u s p e c t e d o f c o n t r i b u t i n g t o h u m a n c a n c e r . P A H
a r e p r o d u c e d t h r o u gh t h e i n e f f i c i e n t c o m b u s t i o n o f o r g a n i c m a t e r i a l s a n d h a v e
b e e n f o u n d a t s i g r u f i c a n t l e v e l s i n s u b s t a n c e s r a n g i n g f r o m a u t o m o b i l e e x h a u s t
t o v o l c a n i c a s h
^
.
T h e y h a v e b e e n m e a s u r e d i n c o a l - t a r p i t c h , c h im n e y s o o t a n d
v i r t u a l l y a l l o t h e r m a t e r i a l s r e s u l t i n g f r o m t h e p y r o l y s i s o f o r g a n i c m a t e r i a l s .
T h e y c a n b e f o u n d i n t h e a i r w e b r e a t h e , t h e w a t e r w e d r i n k a n d m a n y o f t h e
f o o d s w e e a t . A s a c l a s s
,
t h e y r e p r e s e n t s o m e o f t h e m o s t u b i q u i t o u s o f a l l k n o w n
e n v i r o n m e n t a l c a r c i n o ge n s
^
.
W h i l e P A H c a n b e g e n e r a t e d b y n a t u r a l p r o c e s s e s s u c h a s f o r e s t f i r e s o r
v o l c a n i c a c t i v i t y , o v e r w h e l m i n g e v i d e n c e im p l i c a t e s h u m a n a c t i v i t y a s t h e
p r i n c i p a l c o n t r i b u t o r t o t h e e n v i r o n m e n t a l b u r d e n o f P A H . L e v e l s o f P A H i n
u r b a n a n d i n d u s t r i a l a r e a s r a n g e f r o m t e n t o o n e h u n d r e d t i m e s th e l e v e l s f o u n d
i n n o n - u r b a n a r e a s , w i t h v e h i c l e e m i s s i o n s c o n t r i b u t i n g a s m u c h a s 3 5 % o f t h e
t o t a l P A H e m i t t e d t o t h e a t m o s p h e r e e a c h y e a r i n t h e U n i t e d St a t e s
^
.
F o r m a t i o n o f P A H
T h e e x a c t c h e m i c a l m e c h a n i s m s o f P A H f o r m a t i o n h a v e n o t y e t b e e n
d e t e r m i n e d . N o n e t h e l e s s , i t i s f a i r l y w e l l a g r e e d t h a t t h e l i k e l y r o u t e o f f o r m a t i o n
i n v o l v e s f r e e r a d i c a l p a t h w a y s i n i ti a t e d d u r i n g p y r o l y s i s o f o r g a n i c m a t e r i a l s .
T h e l e v e l s a n d t y p e s o f P A H f o r m e d c a n v a r y d e p e n d i n g o n t h e s t a r t i n g m a t e r i a l
a n d t h e h e a t o f c o m b u s ti o n . G e n e r a l l y , t h e h i gh e r t h e h e a t o f r e a c ti o n t h e l e s s
c o m p l e x t h e s t r u c t u r e o f P A H . T h e h i gh t e m p e r a t u r e s a s s o c i a t e d w i t h t h e c o k i n g
o f c o a l g i v e r i s e p r im a r i l y t o u n s u b s ti t u t e d p o l y a r e n e s , w h e r e a s a t i n t e r m e d i a t e
c o m b u s ti o n t e m p e r a t u r e s a l k y l - s u b s ti t u t e d p o l y a r e n e s a r e m o r e c o mm o n ly
p r o d u c e d . P A H c a n e v e n b e g e n e r a t e d a t m u c h l o w e r t e m p e r a t u r e s i f g i v e n
e n o u g h t i m e ; t h e d e c a y o f p l a n t s i n t o f o s s i l f u e l s o v e r m i l l i o n s o f y e a r s w i l l
p r o d u c e s o m e , m a i n l y a l k y l - s u b s t i t u t e d , P A H
^
.
H u m a n E x p o s u r e t o P A H
H u m a n e x p o s u r e t o P A H t a k e s p l a c e i n a v a r i e t y o f s e t ti n g s . A s a i r b o r n e
c o n t a m i n a n t s P A H c a n b e i n h a l e d d i r e c t l y o r a s a d s o r b a t e s o n d u s t p a r ti c l e s .
T h e y a r e p e r s i s t e n t e n o u g h i n t h e e n v i r o r u n e n t t o b e f o u n d a s d r i n k i n g w a t e r
c o n t a m i n a n t s . I n g e s ti o n o f P A H c a n b e e s p e c i a l l y s i g n i f i c a n t w h e n e a t i n g
s m o k e d o r g r i l l e d f o o d s , b u t e v e n s o m e s e e m i n g l y i n n o c u o u s f o o d s s u c h a s
c e r e a l s o r s p i n a c h h a v e b e e n s h o w n t o c o n t a i n d e t e c t a b l e l e v e l s o f P A H
*
.
H u m a n e x p o s u r e t o P A H i s e s p e c i a l l y s i g n i f i c a n t i n c e r t a i n o c c u p a ti o n a l
s e t ti n g s . T h e e a r l i e s t r e c o r d e d e v i d e n c e o f t h i s w a s d o c u m e n t e d b y P e r c i v a l P o t t
i n 1 7 7 5
,
w h o n o t e d t h a t c h i m n e y s w e e p s c o n t i n u o u s l y e x p o s e d t o s o o t w e r e p u t
a t a n i n c r e a s e d r i s k f o r t e s ti c u l a r c a n c e r . T o d a y t h e r e a r e m a n y o c c u p a ti o n s t h a t
i n v o l v e a n e l e v a t e d e x p o s u r e t o P A H . F i r e f i g h t e r s , t o l l - b o o t h o p e r a t o r s , f o u n d r y
8w o r k e r s , c o k e o v e n w o r k e r s a n d c o a l m i n e r s a l l a r e e x p o s e d t o u n u s u a l l y h i gh
l e v e l s o f P A H a s p a r t o f t h e i r e v e r y d a y w o r k r o u t i n e , a n d a s s u c h m a y b e p u t a t
a n u n u s u a l l y h i g h r i s k o f c a n c e r .
D e sp i t e t h e c o n c e r n a b o u t e n v i r o n m e n t a l a n d o c c u p a t i o n a l s o u r c e s o f
P A H , i t i s c l e a r t h a t t h e m o s t i n f l u e n t i a l f a c t o r s a r e r e l a t e d t o l if e s t y l e . O f
p r i n c i p a l c o n c e r n i s c i g a r e t t e sm o k i n g . Ju s t a s w i t h t h e c o m b u s t i o n o f a n y o t h e r
o r g a n i c m a t e r i a l , t h e i n c o m p l e t e p y r o l y s i s o f t o b a c c o r e s u l t s i n t h e p r o d u c t i o n o f
h i g h l e v e l s o f P A H i n c i g a r e t t e s m o k e . A w e a l t h o f e p i d e m i o l o g i c a l a n d
l a b o r a t o r y e v i d e n c e i s a v a i l a b l e t o i m p l i c a t e P A H i n c i g a r e t t e sm o k e a s
c o n t r i b u t o r s t o t h e h i g h r a t e o f l u n g c a n c e r a m o n g s t c i g a r e t t e s m o k e r s
' * ^ ' ^
.
H i s t o r y o f P A H R e s e a r c h
I n t e r e s t i n t h e h u n i a n h e a l t h e f f e c t s o f P A H e x p o s u r e h a s a l o n g h i s t o r y ,
s t a r t i n g w i t h P e r c i v a l P o t t , t h e p h y s i c i a n w h o , i n 1 7 75 , f i r s t d o c u m e n t e d a n
a s s o c i a t i o n b e t w e e n e x p o s u r e t o h i g h l e v e l s o f P A H a n d t h e d e v e l o p m e n t o f
c a n c e r . B e g i n n i n g i n t h e e a r l y 1 9 0 0 s , l a b o r a t o r y e v i d e n c e b e ga n t o p r o v i d e a l i n k
b e t w e e n e x p o s u r e t o P A H a n d i n c r e a s e d i n c i d e n c e o f c a n c e r . Y a m a g iw a a n d
I c h i k a w a p r o d u c e d s k i n t u m o r s i n r a b b i t s t h r o u gh d e r m a l a p p l i c a t i o n o f c o a l
t a r
,
w h i l e T s u t s u i w a s a b l e t o d o t h e s a m e by r e p e a t e d l y a p p l y i n g t a r t o t h e s k i n
o f m i c e . T h r o u g h o u t t h e n e x t s e v e r a l d e c a d e s , a n u m b e r o f g r o u p s m a d e
a t t e m p t s a t i d e n t i f y i n g t h e c o m p o n e n t s o f c o a l t a r p i t c h t h a t w e r e r e s p o n s i b l e f o r
i t s t u m o r i ge n i c p o t e n c y . T h i s w o r k l e d t o t h e e v e n t u a l i s o l a t i o n a n d
c h a r a c t e r i z a ti o n o f s o m e o f t h e f i r s t p u r e c h e m i c a l c a r c i n o g e n s , m o s t n o t a b l y
b e n z o [fl ]p y r e n e (B [fl ]P ), d i b e n z [fl , / i ] a n t h r a c e n e a n d 3 - m e t h y l c h o l a n t h r e n e
'
.
F o l l o w i n g t h e i s o l a ti o n a n d c h a r a c t e r i z a ti o n o f t h e e a r l i e s t k n o w n
c a r c i n o g e n i c P A H m u c h o f t h e f o c u s o f t h i s r e s e a r c h sh i f t e d i n t o t r y i n g t o
d e t e r m i n e s t r u c t u r e - a c ti v i t y r e l a ti o n s h i p s . T h e d i s t i n c t i v e U V a b s o r p t i o n a n d
f l u o r e s c e n c e s p e c t r a o f m a n y o f t h e P A H p r o v i d e d u n i q u e o p p o r t u n i ti e s f o r
c h e m i c a l c h a r a c t e r i z a ti o n . Sy n t h e s e s o f c o m p o u n d s c l o s e l y r e l a t e d t o t h e o r i g i n a l
i s o l a t e d c a r c i n o g e n s p r o d u c e d n u n i e r o u s o t h e r s p e c i e s b o t h w i th a n d w i t h o u t
t u m o r i g e n i c p o t e n ti a l . Wi th ti m e , g e n e r a l i z a ti o n s b e t w e e n s t r u c t u r e a n d
b i o l o g i c a l a c ti v i t y c o u l d b e m a d e . T h e s e i n c l u d e d t h e o b s e r v a ti o n t h a t , w i t h a
c o u p l e o f n o t a b l e e x c e p ti o n s , m o s t P A H w i t h 2 t o 4 r i n g s s e e m t o b e i n a c ti v e a s
c a r c i n o g e n s . O n c e t h e n u m b e r o f r i n g s i n c r e a s e s t o f i v e o r m o r e , h o w e v e r , t h e
l i k e l i h o o d o f c a r c i n o g e n i c a c ti v i t y go e s u p c o n s i d e r a b l y . Su b s ti t u ti o n o f a l k y l
g r o u p s c a n e i t h e r i n c r e a s e o r d e c r e a s e c a r c i n o g e n i c p o t e n c y f o r m a n y P A H ,
d e p e n d i n g o n t h e s i t e o f s u b s ti t u ti o n . F o r e x a m p l e , b e n z [a ] a n t h r a c e n e i s i n a c ti v e
a s a c a r c i n o g e n , b u t m e th y l s u b s ti t u ti o n s a t t h e 7 o r 1 2 p o s i ti o n c o n f e r s p o t e n t
c a r c i n o g e r t i c p o t e n t i a l t o t h i s c h e m i c a l . P i o n e e r i n g s t u d i e s i n t o s t r u c t u r e / a c ti v i t y
r e l a ti o n s h i p s o f P A H ga v e u s t h e e a r l i e s t h i n t s a b o u t t h e r e l a ti o r i s h i p b e t w e e n
th e c h e m i c a l s t r u c t u r e o f c a r c i n o g e n s a n d t h e i r b i o l o g i c a l p o t e n c y
^
.
I t m u s t b e r em e m b e r e d t h a t a t t h e ti m e o f t h e e a r l i e s t P A H r e s e a r c h l i t t l e
w a s k n o w n a bo u t m e t a b o l i c a c ti v a ti o n a n d e v e n l e s s w a s k n o w n a b o u t c r i ti c a l
m e c h a n i s m s o f m u t a g e n i c i t y o r c a r c i n o ge n i c i t y . W h i l e s o m e e a r l y r e s e a r c h e r s
1 0
s p e c u l a t e d t h a t P A H h a d t o b e i n t e r f e r i n g s o m e h o w w i th th e h e r e d i t a r y
e q u i p m e n t i n t h e c e l l , a t t h a t t i m e i t w a s w i d e l y b e l i e v e d t h a t t h i s i n t e r a c t i o n
i n v o l v e d c e l l u l a r p r o t e i n s a n d n o t n u c l e i c a c i d s
'
. I t w a s t h e p u b l i c a t i o n a n d
a c c e p t a n c e o f t h e W a t s o n - C r i c k m o d e l o f D N A r e p l i c a t i o n t h a t s h i f t e d a t t e n t i o n
t o t h e n a t u r e o f c h e m i c a l i n t e r a c t i o n s b e t w e e n D N A a n d P A H . Se m i n a l w o r k
i n v e s t i g a t i n g t h e p r i n c i p a l s i t e s o f c h e m i c a l r e a c t i v i t y o n D N A b a s e s l e d th e w a y
f o r t h e e v e n t u a l s c i e n c e o f m u t a g e n e s i s . Wi t h t im e i t w o u l d b e r e c o gn i z e d t h a t
t h e s e m u t a ge n i c e v e n t s w e r e a p r e r e q u i s i t e e v e n t f o r c e l l u l a r t r a n s f o r m a t i o n a n d
c a r c i n o g e n i c i t y .
M e t a b o l i c A c t i v a t i o n o f P A H
T h e r e a l i z a t i o n t h a t D N A w a s t h e h e r e d i t a r y e q u i p m e n t o f t h e c e l l w a s
o b v i o u s l y a c r i t i c a l c o n t r i b u t i o n t o t h e d e v e l o p i n g s c i e n c e o f m u t a g e n i c i t y . A n
e qu a l l y im p o r t a n t r e a l i z a t i o n w a s t h e p h e n o m e n o n o f m e t a b o l i s m a n d
b i o a c t i v a t i o n o f p r o m u t a ge n s .
T h e P A H r e f e r r e d t o a b o v e a r e n o t d i r e c t - a c t i n g m u t a g e n s . A l l o f t h e s e
h y d r o c a r b o n s r e qu i r e m e t a b o l i c a c t i v a t i o n i n o r d e r t o p r o d u c e a m u t a g e n i c
r e s p o n s e . P i o n e e r i n g w o r k i n t o t h e m e t a b o l i c a c t i v a t i o n o f x e n o b i o t i c s w a s
u n d e r t a k e n b y t h e M i l l e r s b e g i rm i n g i n t h e l a t e 1 94 0 s : t h e s e r e s e a r c h e r s w e r e
a b l e t o i d e n t i f y c r i t i c a l m e t a b o l i c e v e n t s n e c e s s a r y f o r t h e f o r m a t i o n o f m u t a g e n i c
m e t a b o l i t e s ^ " .
1 1
I n o r d e r t o c o n s i d e r t h e m e t a b o l i s m o f P A H , a s h o r t d i s c u s s i o n a b o u t t h e
c h e m i s t r y o f t h e s e o r g a n i c m o l e c u l e s s h o u l d b e u n d e r t a k e n . P o l y c y c l i c a r o m a t i c
h y d r o c a r b o n s a r e , a s t h e i r n am e w o u l d i m p l y , l a r g e o r g a r u c h y d r o c a r b o i i s
p o s s e s s i n g m u l t i p l e a r o m a t i c r i n g s . So m e e x am p l e s o f a f e w w e l l c h a r a c t e r i z e d
P A H a p p e a r i n f i g u r e 1 . So m e , s u c h a s b e n z o [fl ]p y r e n e , p o s s e s s e x c l u s i v e l y
u n s u b s t i t u t e d r i n g s t r u c t u r e s , w h i l e o t h e r s , s u c h a s 3
- m e t h y l c h o l a n t h r e n e (3 - M C )
o r d im e t h y l b e n z [ fl ] a n t h r a c e n e (D M BA ), i n c l u d e a l k y l a t t a c hm e n t s t o t h e i r
a r o m a t i c r i n g s . A l t e r n a n t P A H r e f e r t o t h o s e m o l e c u l e s t h a t o n l y c o n t a i n a r o m a t i c
r i n g s w i t h i n t h e i r s t r u c t u r e , w h e r e a s n o n
- a l t e r n a n t P A H , m a y i n c l u d e n o n - o r
p s e u d o a r o m a t i c r i n g s . F l u o r a n t h e n e a n d c y c l o p e n t a [c rf ]p y r e n e (C P P ) r e p r e s e n t
t w o e x a m p l e s o f n o n - a l t e r n a n t P A H w h i l e b e n z o [fl ] p y r e n e s e r v e s a s a n
i l l u s t r a t i o n o f a n a l t e r n a n t P A H (r e f e r t o f i g u r e 2 f o r i l l u s t r a t i o n ).
M u c h w o r k h a s b e e n d o n e w i t h t h e a im o f d e t e r m i n i n g t h e
e l e c t r o c h e m i c a l a n d s t e r e o c h e m i c a l c h a r a c t e r i s t i c s o f P A H . F r o m t h i s w o r k a
s y s t e m o f n o m e n c l a t u r e h a s e m e r g e d t o h e l p c l a s s i f y u r u q u e r e g i o n s i n P A H
s t r u c t u r e s . T h e ba y r e g i o n r e f e r s t o t h e a r e a b e t w e e n t w o a n g u l a r f u s e d b e n z e n e
r i n g s t r u c t u r e s (s e e f i g u r e 3 f o r B [ fl ]P ) . T h e a r o m a t i c p r o t o n s i n t h i s r e g i o n a r e
s t e r i c a l l y c r o w d e d , a n d t h i s s t e r i c h i n d r a n c e c a n c o n t r i b u t e t o c o n f o r m a t i o n a l
c h a n g e s i n t h e m o l e c u l e t h a t a f f e c t t h e v a r i o u s m e t a b o l i t e s
'
c a r c i n o g e n i c
p o t e n t i a l . T h e K
- r e g i o n b o n d i s a l s o d e r i v e d f r o m th e a n g u l a r f u s i o n o f t h r e e o r
m o r e b e r i z e n e r i n gs (f i gu r e 3 ) . T h i s b o n d i s u n i qu e i n t h a t i t t e n d s t o be m o r e
o l e f i n i c t h a n o t h e r b o n d s i n t h e P A H s t r u c t u r e , p o s s e s s i n g a h i gh e r e l e c t r o n
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d e n s i t y . M a n y c a r c i n o g e n i c P A H p o s e s s K - r e g i o n s , a n d e a r l y o n i t w a s b e l i e v e d
t h a t t h e p r e s e n c e o f a K
- r e g i o n w a s a s t r o n g d e t e r m in a n t o f c a r c i n o g e n i c a c t i v i t y .
F i n a l l y , t h e r e i s a m e s o a n t h r a c e n i c r e g i o n i n s o m e P A H r e f e r r e d t o a s t h e L -
r e g i o n . M e t h y l s u b s t i t u t i o n i n t h e L - r e g i o n w a s t h o u g h t t o i n c r e a s e
c a r c i n o ge n i c i t y b y b l o c k i n g t h e p r i n c i p a l s i t e s o f m e t a bo l i c d e a c t i v a t i o n . D M B A ,
s h o w n i n f i g u r e 3 , i s a m u c h m o r e p o t e n t c a r c i n o g e n t h a n i t s u n s u b s t i t u t e d s i s t e r
P A H , b e n z [fl ] a n t h r a c e n e .
P ri o r t o t h e i n t r o d u c t i o n o f t h e M i l l e r s ' t h e o r y o f m e t a b o l i c a c t i v a t i o n ,
a t t e n t i o n w a s f o c u s e d e x c l u s i v e l y o n t h e s t r u c t u r e s o f th e p a r e n t P A H m o l e c u l e s
t h e m s e l v e s . T h e r e a l i z a t i o n t h a t t h e s e h y d r o c a r b o n s c o u l d b e m e t a b o l i c a l l y
a l t e r e d t o p r o d u c e r e a c t i v e e l e c t r o p h i l i c s p e c i e s o p e n e d u p a w h o l e n e w a r e n a o f
r e s e a r c h . So m e o f t h e e a r l i e s t h y p o t h e s e s c o n c e r n i n g P A H m e t a b o l i s m w e r e p u t
f o r w a r d b y t h e M i l l e r s
^ ° ' ^ ^
. T h e y i n i t i a l l y p r o p o s e d t h a t t h e e s t e r i f i c a t i o n o f
h y d r o x y m e t h y l m e t a b o l i t e s m i g h t b e t h e m o s t im p o r t a n t b i o a c t i v a t i o n s t e p
^ \ bu t
t h i s w a s l a t e r d e t e r m i n e d t o b e a n i n s u f f i c i e n t e x p l a n a t i o n f o r t h e c a r c i n o g e n i c i t y
o f P A rf l
W i t h t im e , t h e i m p o r t a n c e o f m o n o o x y g e n a t i o n b y t h e c y t o c h r o m e P 4 5 0
m i x e d - f u n c t i o n o x i d a s e s y s t e m b e c a m e e v i d e n t
^
. R e a c t i v e e p o x i d e s c r e a t e d
th r o u gh m o n o o x y g e n a t i o n r e a c t i o n s w e r e b e l i e v e d t o b e th e m e t a b o l i t e s
r e s p o n s i b l e f o r c a r c i n o g e n i c a c t i v i t y . T h e e v i d e n c e f o r t h i s w a s p r o v i d e d t h r o u gh
m e t a b o l i c s t u d i e s i n w h i c h m u l t i p l e o x i d i z e d m e t a bo l i t e s o f c a r c i n o g e n i c P A H
w e r e p r o d u c e d . I t w a s i n f e r r e d t h a t t h e d i h y d r o d i o l m e t a b o l i t e s s e e n m i g h t h a v e
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r e s u l t e d f r o m e p o x i d e r i n g o p e n i n g o f o x i d i z e d P A H m e t a b o l i t e s . I r u t i a l l y ,
a t t e n t i o n w a s f o c u s e d o n th e e l e c t r o n - d e n s e K - r e g i o n a s t h e m o s t l i k e l y s i t e o f
o x i d a t i v e m e t a b o l i sm , b u t m o s t K - r e g i o n e p o x i d e s s u b s e q u e n t l y s y n t h e s i z e d
s h o w e d l i t t l e c a r c i n o ge n i c p o t e n t i a l , a n d c a r e f u l c o m p a r i s o n s h o w e d t h a t D N A
a d d u c t s f o r m e d i n v i v o i r o m e x p o s u r e t o t h e p a r e n t c o m p o u n d w e r e d i f f e r e n t
f r o m t h o s e f o r m e d i n v i t r o u s i n g s y n t h e s i z e d K - r e g i o n e p o x i d e s .
D u r i n g t h e c o u r s e o f r e s e a r c h i n t o t h e s i t e s o f o x i d a t i v e a c t i v a t i o n o f P A H ,
s e r e n d i p i t o u s d i s c o v e r i e s w e r e m a d e c o n c e r n i n g th e a c t u a l r o u t e o f
b i o a c t i v a t i o n . F o r e x a m p l e , w i t h B [ fl ]P , t h e 7 , 8 - d i h y d r o d i o l o f B [fl ]P w a s
d e t e r m i n e d t o e x h i b i t m o r e p o t e n t i n v i t r o m u t a g e n i c i t y t h a n t h e p a r e n t
c o m p o u n d i n t h e p r e s e n c e o f a c t i v a t i n g e r i z y m e s
^ ^
. F o r t h i s c o m p o u n d t w o
s e p a r a t e o x i d a t i v e e v e n t s o c u r r i n g a d j a c e n t t o t h e b a y r e g i o n w e r e d e t e r m i n e d t o
b e n e c e s s a r y f o r c o m p l e t e m u t a ge n i c a c t i v i t y
^ ^
(f i g u r e 4 ) . F o r m u t a g e n s l i k e
B [fl ]P , i t w a s s h o w n t h a t i t w a s n o t i n f a c t P A H - e p o x i d e s t h a t w e r e t h e u l t im a t e
m u t a g e n s , b u t r a t h e r P A H - d i h y d r o d i o l e p o x i d e s .
T h e s i t e s o f m e t a b o l i c a c t i v a t i o n o n P A H s u c h a s B [fl ]P s e em s t o b e c r i t i c a l .
T h e l o c a t i o n o f t h e e p o x i d e g r o u p p r o x im a l t o t h e b a y r e g i o n o f B [fl ]P l e d t o t h e
d e v e l o p m e n t o f t h e ba y r e g i o n t h e o r y , w h i c h h o l d s t h a t t h e s e d i h y d r o d i o l e p o x i d e
m e t a b o l i t e s a r e t h e u l t im a t e m u t a g e n i c s p e c i e s f o r t h e m o s t t u m o r i g e n i c P A rf
' '
.
T h e s t e r e o c h e m i s t r y o f t h e ba y r e g i o n e p o x i d e s o f P A H i s a n o t h e r
c o m p l i c a t e d b u t c r i t i c a l f a c t o r i n a s s e s s i n g b i o l o g i c a l r e a c t i v i t y . T h e h y d r o l y s i s o f
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P A H - e p o x i d e s c a t a l y z e d b y e p o x i d e h y d r o l a s e w i l l a lw a y s g e n e r a t e t r a n s
-
d i h y d r o d i o l s . H o w e v e r , t w o t r a n s s t e r e o i s o m e r s a r e p o s s i b l e d e p e n d i n g o n t h e
c o n f i g u r a t i o n o f t h e p r e c u r s o r e p o x i d e o x y g e n r e l a t i v e t o t h e p l a n e o f t h e
m o l e c u l e . B o t h th e [7 S, 8 R ]- a n d [7 R , 8 S] - e p o x i d e s o f B [a ]P a r e i l l u s t r a t e d i n
f i g u r e 5 . T h e s e s t e r e o i s o n i e r s e x h i b i t d i f f e r i n g t r a n s f o r m i n g a b i l i t i e s i n m o u s e
s k i n a n d n e w b o r n m o u s e l u n g a d e n o m a a s s a y s
^ ^
. H y d r o l y s i s o f t h e s e
s t e r e o i s o m e r i c e p o x i d e s b y e p o x i d e h y d r o l a s e w i l l r e s u l t i n t h e [7 R , 8 R ] - a n d
[7S, 8 S ] - d i h y d r o d i o l s , r e s p e c t i v e l y . T h e s e c o n d e p o x i d a t i o n e v e n t w i l l r e s u l t i n
t w o p o s s i b l e d i h y d r o d i o l e p o x i d e s t e r e o i s o m e r s f o r e a c h o f t h e d i h y d r o d i o l
s t e r e o i s o m e r s (f i g 5 , b o t t o m r o w ). T h e p o s i t i o n o f t h e e p o x i d e r e l a t i v e t o t h e
s u b s t i t u e n t o n t h e b e n z y l i c c a r b o n o f t h e r i n g w i l l r e s u l t i n t h e d e s i g n a t i o n o f t h e
m e t a b o l i t e a s e i t h e r s y n o r a n t i . F o r d i h y d r o d i o l e p o x i d e s w i t h t h e 7 - O H a n d t h e
9 , 1 0 - e p o x i d e o x y g e n b o th o n t h e s a m e s i d e o f t h e p l a n e o f B [fl ]P , t h e d e s i g n a t i o n
i s s y n ; w h e r e t h e 9 , 1 0
- e p o x i d e i s o n t h e o p p o s i t e s i d e o f t h e m o l e c u l a r p l a n e , t h e
a n t i d e s i g n a t i o n i s u s e d . A ga i n , e a c h o f t h e s e f i n a l s t e r e o i s o m e r i c d i h y d r o d i o l
e p o x i d e m e t a b o l i t e s e x h i b i t s d i f f e r e n t m u t a g e n i c p o t e n t i a l . B [fl ]P s e r v e s a s a
g o o d e x a m p l e ; f o r t h i s c o m p o u n d i t i s t h e [7R , 8 R , 9 R , 1 0S ] d i h y d r o d i o l e p o x i d e
t h a t h a s b e e n s h o w n t o c a r r y t h e s t r o n g e s t m u t a g e n i c p o t e n t i a l
^ ^ ' ^
.
M u t a t i o n o f D N A b y R e a c t i v e M e t a b o l i t e s o f P A H
T h e D N A s t r a n d i s t h e s i t e o f a c t i o n f o r m u t a g e n i c P A H m e t a b o l i t e s .
T h r o u gh c o v a l e n t a t t a c hm e n t , P A H e n t i t i e s a r e i n c o r p o r a t e d i n t o t h e D N A i n
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s u c h a w a y a s t o a l t e r t h e s t r u c t u r e a n d i n t e g r i t y o f t h e s t r a n d . A l t e r a t i o n o f t h e
g e n e t i c c o d e c a n l e a d t o m i s c o d in g s w h i c h c a n i n i t i a t e t h e e a r l i e s t s t a g e s o f
c a r c i n o g e n e s i s .
R e a c t i o n b e t w e e n D N A a n d m u t a g e r u c P A H e p o x i d e m e t a b o l i t e s b e g i n s
w i t h r i n g o p e n i n g o f t h e P A H e p o x i d e g r o u p . T h e f o r m a t i o n o f e p o x i d e o r
d i h y d r o d i o l e p o x i d e m e t a b o l i t e s a n d t h e r e s u l t i n g i n s t a b i l i t y i n t h e P A H
s t r u c t u r e l e a d s t o r e a r r a n ge m e n t t o a n e l e c t r o p h i l i c c a r b o n i u m i n t e r m e d i a t e t h a t
w i l l r e a c t w i t h n u c l e o p h i l i c s i t e s o n D N A a n d o t h e r c e l l u l a r m a c r o m o l e c u l e s .
E p o x i d e r i n g o p e n i n g s e e m s t o b e f a i r l y r e g i o s e l e c t i v e . R e a c t i v e P A H c a r b o c a t i o n
i n t e r m e d i a t e s w i l l u s u a l l y f o r m o r J y a t t h e p o s i t i o n w h i c h i s m o s t e n e r ge t i c a l l y
f a v o r a b l e . T h e s t a b i l i t y o f t h e c a r b o n i u m i n t e r m e d i a t e a p p e a r s t o c o r r e l a t e w i t h
t h e a b i l i t y o f t h e p a r e n t P A H t o r e a c t w i t h D N A i n a n a q u e o u s e n v i r o n m e n t ;
P A H - e p o x i d e s w i t h h i g h l y p l a n a r c o n f i g u r a t i o n s a n d m o r e t h a n t h r e e r i n g s w i l l
t e n d t o f a v o r d e l o c a l i z a t i o n o f t h e c h a r g e th r o u gh o u t t h e m o l e c u l e w h i l e n o n -
p l a n a r m o l e c u l e s , t h o s e w i t h l e s s t h a n f o u r a r o m a t i c r i n g s o r t h o s e c o n t a i n i n g
s t e r i c a l l y c r o w d e d b a y r e g i o n s w i l l i n h i b i t c h a r g e d e l o c a l i z a t i o n . M o l e c u l a r
c o n f o r m a t i o n s t h a t f a v o r c h a r g e d e l o c a l i z a t i o n s t a b i l i z e t h e c a r b o c a t i o n f o r m a n d
t h u s r e d u c e t h e e n e r g y o f a c t i v a t i o n f o r r e a c t i o n w i t h c e l l u l a r n u c l e o p h i l e s .
T h o s e P A H w i t h h i gh l y i o n i z e d c a r b o c a t i o n s , o n th e o t h e r h a n d , w i l l b e m o r e
p r o n e t o hy d r o l y s i s b y w a t e r a n d t h u s m a y b e r a p i d l y i n a c t i v a t e d i n a n a q u e o u s
e n v i r o n m e n t
^ *
.
1 6
I m p o r t a n t s i t e s f o r m u t a g e r i e s i s o n D N A i n c l u d e n u c l e o p h i l i c c e n t e r s o n
a l l f o u r n u c l e o t i d e b a s e s . T h e m o s t c o m m o n l y a s s o c i a t e d s i t e o f a t t a c h m e n t f o r
P A H m e t a b o l i t e s i s a t t h e e x o c y c l i c a m i n o g r o u p s f o u n d o n gu a n i n e , a d e n i n e
a n d c y t o s i n e (f i g u r e 6) . T h u s f a r , m o s t r e s e a r c h i n d i c a t e s t h a t t h e gu a n i n e
r e s i d u e s a r e t h e f a v o r e d s i t e f o r a d d u c t i o n b y m o s t P A H , w h i l e a d e r u n e a d d u c t s
a l s o m a y a p p e a r t o a s i g n i f i c a n t d e g r e e . T h e r o l e o f c y t o s i n e a n d t h y m i d i n e
a d d u c t s s e e m s t o b e m u c h l e s s s i g n i f i c a n t .
T h e r e a r e m a n y f a c t o r s t h a t a f f e c t t h e m a n n e r i n w h i c h t h e v a r i o u s P A H
u l t im a t e l y r e a c t w i t h D N A . I n a d d i t i o n t o v a r i a b i l i t y i n t h e s i t e o f m e t a b o l i s m ,
t h e s i z e , s t r u c t u r e a n d p l a n a r i t y o f t h e P A H n i o l e c u l e i s im p o r t a n t . Si z e a n d
s t r u c t u r e a l s o a f f e c t t h e a b i l i t y f o r c h a r g e d e l o c a l i z a t i o n a n d s t a b i l i t y o f t h e
r e a c t i v e e p o x i d e a n d c a r b o r u u m i n t e r m e d i a t e s , w h i c h i n t u r n a f f e c t s t h e e x t e n t o f
r e a c t i o n w i th D N A . A l s o a f a c t o r i s t h e c o m p l e x s t r u c t u r e o f t h e D N A . M o l e c u l e s
t h a t e x h i b i t s i gn i f i c a n t m u t a ge n i c i t y m u s t b e a b l e t o r e a c h th e r e a c t i v e s i t e s o n
t h e D N A b a s e s t h a t a r e f o u n d w i th i n t h e D N A h e l i x . F o r s o m e l e s s p o t e n t
m u t a g e n s , s t e r i c c o n s i d e r a t i o n s m i gh t l im i t t h e e x t e n t o f a d d u c t i o n . I t h a s b e e n
s h o w n th a t s o m e o f t h e m o s t h i g h l y m u t a g e n i c P A H a r e c a p a b l e o f b e i n g
i n t e r c a l a t e d i n t o t h e D N A s t r a n d
,
w h i c h m a y i n c r e a s e t h e p o t e n t i a l f o r r e a c t i o n
a t i n t e r s t r a n d e l e c t r o p h i l i c s i t e s
^ ^
. H i g h ly p l a n a r P A H s u c h a s B [fl ]P s e em t o
p r o d u c e m o r e a d d u c t s w i t h d e o x y g u a n o s i n e , w h i l e t h e l e s s p l a n a r
b e n z o [ c ]p h e n a n t h r e n e m a y n o t b e a b l e t o r e a c h t h e e x o c y c l i c a m i n o g r o u p o f
d e o x y g u a n o s i n e i n s i d e t h e m i n o r g r o o v e o f t h e D N A h e l i x a n d t h u s i s m o r e
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1 R
l i k e l y t o p r o d u c e d e o x y a d e n o s i n e r a t h e r t h a n d e o x y g u a n o s i n e a d d u c t s . T h e
i m p o r t a n c e o f t h e h e l i c a l n a t u r e o f D N A h a s be e n d e m o n s t r a t e d e x p e r im e n t a l l y ;
o f t e n P A H m e t a b o l i t e s w i l l e x h i b i t q u a l i t a t i v e l y d i f f e r e n t a d d u c t p r o f i l e s w h e n
I R 9 0
r e a c t e d w i t h i n d i v i d u a l n u c l e o s i d e s o r n u c l e o t i d e s r a t h e r t h a n i n t a c t D N A
'
.
C o s m a n e t . a l . h a v e s h o w n t h a t s o m e o f t h e m o r e c o mm o n a d d u c t s f o r m e d
f r o m t h e r e a c t i o n o f B [fl ]P d i h y d r o d i o l e p o x i d e s a n d D N A a l i g n e d a l o n g t h e
D N A m i n o r g r o o v e , c r e a t i n g m i n im a l p e r t u r b a t i o n o f t h e D N A h e l i x . T h e
a b i l i t y o f a P A H a d d u c t t o n i a i n t a i n t h i s t y p e o f c o n f o r m a t i o n m a y i n c r e a s e t h e
p o t e n t i a l f o r e v e n t u a l m u t a ge n e s i s b y r e d u c i n g t h e l i k e l i h o o d o f D N A r e p a i r - a
f a c t o r m a y h e l p e x p l a i n t h e v a r i a b l e c a r c i n o g e r u c p o t e n c y b e t w e e n d i f f e r e n t
s t e r e o i s o m e r i c f o r m s o f P A H m e t a b o l i t e s .
St e r e o i s o n i e r i s m o f P A H m e t a b o l i t e s i s a n im p o r t a n t v a r i a b l e i n a d d u c t
f o r m a t i o n . T h e d i s t i n c t i o n s b e t w e e n t h e d i f f e r e n t e n a n t i o m e r s a n d d i a s t e r o m e r s
i s e s p e c i a l l y im p o r t a n t s i n c e t h e s e m a y e x h i b i t d i f f e r i n g t u m o r i g e n i c p o t e n t i a l .
O b v i o u s l y , s t e r e o s p e c if i c n i e t a b o l i s m o f P A H b y t h e v a r i o u s i s o f o r m s o f
c y t o c h r o m e p 4 5 0 p l a y s a n i m p o r t a n t r o l e i n d e t e r m i n i n g t h e t y p e a n d e x t e n t o f
a d d u c t f o r m a t i o n . I n t e r - a n d i n t r a s p e c i e s v a r i a b i l i t y i n t h e e x p r e s s i o n o f
m e t a b o l i z i n g e n z y m e s u n d o u b t e d l y f o r m s p a r t o f t h e b a s i s f o r u n i q u e i n d i v i d u a l
s u s c e p t i b i l i t y .
I n a d d i t i o n t o d i s t i n c t i o n s b e tw e e n t h e s t e r e o c h e m i s t r y o f P A H
m e t a b o l i t e s , c o n s i d e r a b l e v a r i a b i l i t y c a n a l s o e x i s t w i t h P A H a d d u c t s . B i n d i n g
b e t w e e n n u c l e o ph i l i c c e n t e r s o n t h e D N A b a s e s a n d e l e c t r o p h i l i c s i t e s o n P A H
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m e t a b o l i t e i n t e r m e d i a t e s c a n t a k e p l a c e c i s o r t r a n s r e l a t i v e t o t h e e p o x i d e
o x y ge n . T h u s f a r , m o s t e v i d e n c e s e e m s t o i n d i c a t e t h a t f o r m a t i o n o f t r a n s
a d d u c t s i s p r e f e r r e d , a l t h o u g h s o m e c o m p o u n d s h a v e b e e n s h o w n t o p r o d u c e c i s
P A H a d d u c t s i n s i g n i f i c a n t a m o u n t s
^ '
.
A t t h i s p o i n t i t r e m a i n s s o m e w h a t
u n c l e a r a s t o w h a t f a c t o r s d e t e r m i n e w h e th e r c i s o r t r a n s a d d u c t s w i l l b e f o r m e d ,
a l t h o u g h t h e o b s e r v a t i o n t h a t d if f e r e n t d i o l e p o x i d e P A H e n a n t i o m e r s a r e
c a p a b l e o f g i v i n g r i s e t o c i s a n d t r a n s a d d u c t s i n v a r y i n g r a t i o s e m p h a s i z e s t h e
im p o r t a n c e o f a b s o l u t e m e t a b o l i t e s t e r e o c o n f i gu r a t i o n .
I n t r o d u c t i o n t o C y c l o p e n t a [c d ]p y r e n e
R e s e a r c h i n o u r l a b o r a t o r y h a s f o c u s e d o n t h e p o l y c y c l i c a r o m a t i c
h y d r o c a r b o n c y c l o p e n t a [ c i i ] p y r e n e . C P P i s a n o n a l t e r n a n t P A H f o u n d w i d e l y
d i s t r i b u t e d i n t h e e n v i r o n m e n t . I t i s a m e mb e r o f t h e s u b f a m i l y o f p o l y c y c l i c
h y d r o c a r b o n s k n o w n a s t h e c y c l o p e n t a f u s e d P A H . C P P i s a n o n a l t e r n a n t P A H
c o n s i s t i n g o f a p y r e n e m o i e t y w i t h a f u s e d c y c l o p e n t e n o g r o u p (f i g u r e 7 ) . T h e
p r e s e n c e o f t h e p s e u d o - a r o m a t i c c y c l o p e n t e n o g r o u p a l t e r s t h e e l e c t r o n i c
d i s t r i b u t i o n o f t h e s e m o l e c u l e s , w h i c h m a y e n h a n c e b i o l o g i c a l r e a c t i v i t y
^
.
A l t h o u g h C P P c o u l d th e o r e t i c a l l y b e g e n e r a t e d d u r i n g a n y p r o c e s s k n o w n t o
p r o d u c e P A H , s i gn i f i c a n t k n o w n s o u r c e s o f C P P i n c l u d e c a r b o n b l a c k
^ ^ ga s o l i n e
a n d d i e s e l e x h a u s t
, p a r t i c u l a t e s f r o m k e r o s e n e , c o a l o r w o o d b u r n i n g
^ ^ ' ^ ^
,
a n d
c i g a r e t t e s m o k e . C P P i s e s p e c i a l l y p r e v a l e n t a s a b y p r o d u c t o f f o s s i l f u e l
c o m b u s t i o n
,
w h e r e i t c a n b e p r e s e n t a t l e v e l s u p t o t w e n ty t i m e s t h a t o f th e m o r e
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w e l l - k n o w n P A H , b e n z o [fl ] p y r e n e . C o n c e r n h a s b e e n r a i s e d o v e r t h e p r e s e n c e
o f t h i s a ge n t i n t h e e n v i r o n m e n t s i n c e i t h a s b e e n s h o w n t o e x h i b i t p o t e n t
m u t a g e n i c a n d c a r c i n o g e n i c p r o p e r t i e s
^
. T h e p r o v e n c a r c i n o g e n i c i t y o f C P P h a s
s p a r k e d a c o n s i d e r a b l e a m o u n t o f r e s e a r c h i n t o t h e c h a r a c t e r i z a t i o n o f i t s
m e t a b o l i c f a t e a n d p o t e n t i a l f o r i n t e r a c t i o n w i t h c e l l u l a r D N A .
M e t a b o l i c A c t i v a t i o n o f C P P
C P P c a n b e o x i d a t i v e l y m e t a b o l i z e d t o s p e c i e s t h a t a r e h i g h l y b i o l o g i c a l
r e a c t i v e ' ' . C u r r e n t l y , t h e m a i n r o u t e o f m e t a b o l i c a c t i v a t i o n f o r C P P i s
t h o u gh t t o i n v o l v e c y t o c h r o m e P 4 5 0 - m e d i a t e d m o n o o x y g e n a t i o n a c r o s s t h e
C 3 , C 4 e t h e n o b r i d ge . T h e r e s u l t i n g u r i s t a b l e e p o x i d e m i gh t t h e n u n d e r g o r i n g
o p e n i n g , p r o d u c i n g a n e l e c t r o p h i l i c c a r b o c a t i o n c a p a b l e o f i n t e r a c t i n g w i th
n u c l e o p h i l i c s i t e s o n D N A b a s e s . T h e s t r o n ge s t e v i d e n c e f o r t h i s f o r m o f
m e t a b o l i c a c t i v a t i o n h a s b e e n g e n e r a t e d t h r o u g h i n v i t r o m e t a b o l i c s t u d i e s
^ ^ ' ^
. I n
t h e p r e s e n c e o f l i v e r m i c r o s o m e s , t h e m a j o r m e t a b o l i t e o f C P P i s t h e t r a n s - 3 , 4 -
d i h y d r o x y
- 3
,
4 - d i h y d r o
- C P P . T h i s e n d p r o d u c t w o u l d r e s u l t f r o m e p o x i d a t i o n a t
t h e C 3 , C 4 b r i d ge f o l l o w e d b y h y d r o l y s i s o f t h e e p o x i d e g r o u p b y e p o x i d e
h y d r o l a s e (f i g u r e 8 ). F u r t h e r s t u d i e s e x a m i r u n g t h e e f f e c t o f a l t e r e d e p o x i d e
h y d r o l a s e a c t i v i t y i n v i t r o c o n f i r m e d t h e im p o r t a n c e o f t h i s e n z y m e i n m e t a b o l i c
d e a c t i v a t i o n . A d d i t i o n o f e p o x i d e h y d r o l a s e d e c r e a s e d t h e b a c t e r i a l m u t a g e n i c i t y
o f C P P d r am a t i c a l l y
^
,
w h e r e a s a d d i t i o n o f e p o x i d e h y d r o l a s e i n h i b i t o r s
p o t e n t i a t e d t h e a d d u c t
- f o r m i n g c a p a c i t y f o r C P P i n a c t i v a t i o n s y s t e m s
^ ^
.
2 0
M o l e c u l a r o r b i t a l c a l c u l a t i o n s h a v e s h o w i i t h a t t i n g o p e n i r i g o f t h e 3 , 4 -
o x i d e w o u l d t a k e p l a c e v i a b r e a k a ge o f t h e 0
- C (3 ) b o n d . E v i d e n c e f o r
c a r b o c a t i o n f o r m a t i o n a t t h e C 3 r a t h e r t h a n t h e C 4 p o s i t i o n a l s o i n c l u d e s a c i d
h y d r o l y s i s s t u d i e s th a t h a v e i n d i c a t e d t h e m a jo r n o n - m e t a b o l i c b r e a k d o w n
p r o d u c t o f C P P i s t h e 3 , 3
- d i h y d r o c y c l o p e n t a [c rf ]p y r e n e - 4 - o n e . M o l e c u l a r o r b i t a l
c a l c u l a t i o r i s a l s o s h o w t h a t t h e d e l o c a l i z a t i o n e n e r g y o f t h e C 3 c a r b o n i u m i o n i s
s i m i l a r t o t h a t o f m o s t c a r c i n o g e n i c P A H e p o x i d e i n t e r m e d i a t e s . T h e f o r m a t i o n
o f t h e c a r b o n i u m i o n a t t h e C (3 ) p o s i t i o n i s t h e c r i t i c a l s t e p f o r r e a c t i v i t y ; t h i s
e l e c t r o p h i l i c p o s i t i o n i s a b l e t o i n t e r a c t w i t h n u c l e o p h i l i c p o s i t i o n s o n D N A i n
o r d e r t o c r e a t e b u l k y P A H a d d u c t s . F i g u r e 9 i l l u s t r a t e s t h e r i n g o p e n i n g e v e n t ,
t h e f o r m a t i o n o f t h e C 3 c a r b o c a t i o n a n d t h e s u b s e q u e n t N I H s h i f t p r o d u c i n g t h e
m a jo r r e a r r a g e m e n t p r o d u c t , 4 - o x o - C P P .
I n a d d i t i o n t o e t h e n o b r i d g e o x i d a t i o n , e v i d e n c e o f o x i d a t i o n a t t h e K -
r e g i o n o f C P P (th e C 9 , C 1 0 b o n d ) b y m i c r o s o m a l p r e p a r a t i o n s h a s a l s o b e e n
d e m o i i s t r a t e d . T h e m e t a b o l i c p r o d u c t s o f t h i s o x i d a t i o n h a v e b e e n s h o w n t o be
p r e s e n t a t a b o u t 5 % t o 2 5 % o f t h e l e v e l s o f t h e C 3 , C 4 o x i d a t i v e p r o d u c t s .
E v i d e n c e f o r t h e f o r m a t i o n o f D N A a d d u c t s v i a a t t a c k f r o m K - r e g i o n e p o x i d e s o f
C P P h a s n o t y e t b e e n p r o v i d e d .
M o r e r e c e n t l y , a l t e r n a t i v e t h e o r i e s f o r t h e m e t a bo l i c a c t i v a t i o n o f C P P
h a v e b e e n b r o u g h t f o r t h . C i t i n g s t u d i e s i n w h i c h t h e C P P m e t a b o l i t e s a s - 3 , 4 -
d i h y d r o d i o l C P P a n d 3
- h y d r o x y - 3 , 4 - d i h y d r o C P P e x h i b i t e d g r e a t e r i n v i t r o
m u t a g e n i c i t y t h a n C P P i n a c t i v a t i o n s y s t em s
^ ^ Sa h a l i e t . a l ?^ h a v e h y p o t h e s i z e d
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t h a t t h e C P P - 3 , 4 - e p o x i d e m a y n o t i n f a c t b e t h e c r i t i c a l D N A b i n d i n g m e t a b o l i t e .
T h e y i n s t e a d p o i n t t o e v i d e n c e f o r C 9 ,C 1 0 e p o x i d a t i o n a n d s u g g e s t t h a t d u a l
o x i d a t i o n a t t h e C 3, C 4 a n d C 9 , C 1 0 p o s i t i o n s r e s u l t i n g i n t h e f o r m a t i o n o f C P P
d i h y d r o d i o l e p o x i d e s m a y b e c r i t i c a l f o r b i o a c t i v a t i o n . H o w e v e r , r e s u l t s s h o w i n g
c o n c o r d a n c e b e t w e e n a d d u c t s f o r m e d th r o u g h i n v i v o a d m i n i s t r a t i o n o f C P P a n d
th r o u g h i n v i t r o r e a c t i o n o f D N A w i t h s y n th e s i z e d C P P
- 3 , 4 - o x i d e w o u l d s e e m t o
i n d i c a t e t h a t C P P - 3
,
4 - o x i d e i s t h e m o s t m u t a g e n i c C P P m e t a b o l i t e
^ ^ ' ^ ^
.
I n a n o t h e r a l t e r n a t i v e m e t a b o l i s m p a t h w a y f o r w a r d e d b y t h e s a m e g r o u p ,
i t i s s u g g e s t e d t h a t t h e r e m a y b e a r o l e f o r m e t a b o l i c a c t i v a t i o n o f C P P t h r o u g h
s u l f u r i c a c i d e s t e r i f i c a t i o n s u b s e q u e n t t o e p o x i d a t i o n a n d h y d r o l y s i s t o
d i h y d r o d i o l s . I n v i t r o i n c u b a t i o n s o f C P P a n d c a l f t h y n i u s D N A i n t h e p r e s e n c e
o f r o d e n t l i v e r c y t o s o l a n d s u l f o g r o u p d o n o r s p r o d u c e d s i g i i i f l e a n t b i n d i n g ,
w h i l e a d d i t i o n o f s u l f o t r a n s f e r a s e i n h i b i t o r s i n h i b i t e d D N A b i n d i n g . I n a d d i t i o n ,
i t w a s s h o w n t h a t c h e m i c a l l y s y n t h e s i z e d 4 - s u l f o o x y - 3 , 4 - d i h y d r o - C P P , t h e
i n t e r m e d i a t e m e t a b o l i t e , w a s d i r e c t l y m u t a g e n i c w i t h o u t a n y a c t i v a t i o n s y s t em .
T h i s r o u t e o f m e t a b o l i c a c t i v a t i o n i s d i f f i c u l t t o d i s p r o v e , s i n c e t h e e f f e c t i v e
r e a c t i v e s p e c i e s w o u l d e s s e n t i a l l y b e i d e n t i c a l t o t h a t f o r m e d f r o m o p e n i n g o f t h e
C P P 3
,
4 - e p o x i d e g r o u p , bu t th e w e a k m u t a g e n i c i t y o f C P P d i h y d r o d i o l s i n t h e
p r e s e n c e o f s u l f o t r a n s f e r a s e s s e e m t o d i s c o u n t t h i s r o u t e o f m e t a b o l i c
a c t i v a t i o n . T h e i n v i v o r e l a v e n c e o f t h i s m e t a b o l i c r o u t e h a s y e t t o b e
d e m o n s t r a t e d .
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M u t a g e n i c i t y o f C P P M e t a b o l i t e s :
W h e n t e s t e d i n t h e A m e s / Sa lm o n e l l a a s s a y , C P P p r o v e d t o b e a v e r y
p o t e n t m u t a g e n
^ ' ^
. A t t h e t im e i t w a s b e l i e v e d t h a t i n o r d e r f o r P A H t o c a r r y
s i g n i f i c a n t m u t a g e n i c o r c a r c i n o g e n i c p o t e n t i a l , a
" b a y r e g i o n
" w a s r e q u i r e d , n e x t
t o w h i c h h i g h l y r e a c t i v e d i h y d r o d i o l e p o x i d e s c o u l d b e f o r m e d . T h i s
"
b a y r e g i o n
t h e o r y
"
c o u l d n o t a p p l y t o C P P s i n c e t h i s m u t a g e n i c P A H d i d n o t c o n t a i n s u c h a
f e a t u r e (r e f e r t o f i gu r e s 3 & 7 ) . Sy n t h e s i s o f t h e 3 , 4 - o x i d e o f C P P p r o v i d e d
e v i d e n c e t h a t t h i s c o m p o u n d w a s t h e p r im a r y a c t i v e m e t a b o l i t e . W h e n t e s t e d i n
t h e A m e s / Sa lm o n e l l a a n d m a mm a l i a n c e l l t r a n s f o r m a t i o n a s s a y s , C P P - 3 , 4 - o x i d e
w a s d i r e c t l y m u t a g e n i c a n d c a u s e d m o r p h o l o g i c a l t r a n s f o r m a t i o n o f c u l t u r e d
c e l l s w i t h o u t a c t i v a t i o n ' . I n a d d i t i o n
,
e x t e n s i v e b i n d i n g t o D N A h a s a l s o b e e n
m e a su r e d b y ^ ^ F p o s t l a b e l i n g f o l l o w i n g e x p o s u r e t o s y n t h e t i c C P P - 3 , 4 - o x i d e i n
t h e a b s e n c e o f a c t i v a t i o n s y s t e m s
^
.
C P P - 3
,
4 - o x i d e i s p r o b a b l y c a p a b l e o f b i n d i n g t o m u l t i p l e s i t e s o n D N A .
P r i n c i p a l a m o n g s t t h e s e w o u l d b e t h e e x o c y c l i c N (2 ) p o s i t i o n o f g u a n i n e , w h i c h
p r o v i d e s a r e l a t i v e l y u n h i n d e r e d n u c l e o p h i l i c c e n t e r f o r r e a c t i o n w i t h t h e C (3 )
c a r b o r u u m i o n i n t e r m e d i a t e . A s i l l u s t r a t e d i n f i g u r e 1 0 , t h e c o v a l e n t a t t a c h m e n t
o f t h e e x o c y c l i c N (2 ) o f g u a n i n e t o t h e C (3 ) o f C P P - 3 , 4 - o x i d e w o u l d r e s u l t i n t h e
f o r m a t i o n o f a n e x o c y c l i c C P P a d d u c t a t th i s s i t e o n t h e D N A s t r a n d . D e p e n d i n g
o n t h e a b s o l u t e s t e r e o c h e m i c a l c o n f i g u r a t i o n o f t h e C P P e n t i t y a n d t h e
o r i e n t a t i o n o f a t t a c h m e n t
,
f o u r a d d u c t s a r e c o n c e i v a b l e f o l l o w i n g a t t a c k a t t h e
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N (2 )- d G p o s i t i o n . T w o d i a s t e r e o m e r s a r e p o s s i b l e f o l l o w i n g c i s a t t a c h n \ e n t
a c r o s s t h e e th e n o b r i d g e (3 R , 4 S a n d 3 S, 4 R ), a n d t w o f o l l o w i n g t r a n s a d d i t i o n
(3 R , 4 R a n d 3 S , 4 S) .
O t h e r r e a c t i o n p r o d u c t s s t em m i n g f r o m t h e i n t e r a c t i o n o f C P P - 3 , 4 - o x i d e
a n d D N A a r e a l s o p o s s i b l e . I n a d d i t i o n t o t h e N (2 ) p o s i t i o n o f g u a n i n e t h e r e a r e
o t h e r n u c l e o p h i l i c c e n t e r s o n t h i s b a s e t h a t c o u l d p r o v i d e s i t e s f o r c o v a l e n t
a t t a c hm e n t
,
i n c l u d i n g t h e 0 (6 ) a n d N (7 ) p o s i t i o n s . O t h e r r e a c t i v e P A H
m e t a b o l i t e s , s u c h a s B [fl ]P - d i o l e p o x i d e , a r e k n o w n t o i n t e r a c t w i t h D N A t o g i v e
t h e s e a d d u c t s a s m i n o r p r o d u c t s
^
. T h e C (3 ) c a r b o n i u m i o n o f C P P c o u l d a l s o
i n t e r a c t w i t h s i t e s o n a d e n i n e
,
t h y m i n e a n d c y t o s i n e , a l t h o u g h n u c l e o p h i l i c
a t t a c k a t t h e s e s i t e s i s l e s s c o m m o n . O f t h e s e , t h e m o s t c o n c e i v a b l e w o u l d
p r o b a b l y b e a t t a c h m e n t t o t h e e x o c y c l i c N (6 ) g r o u p o f a d e n i n e . T h e e x o c y c l i c
N (4 ) o f c y t o s i n e c o u l d a l s o s e r v e a s a s i t e f o r c h e m i c a l b i n d i n g .
R e c e n t e v i d e n c e u s i n g t h e P p o s t l a b e l i n g a s s a y h a s s u g ge s t e d t h a t C P P
f a v o r s a t t a c h m e n t t o d e o x y gu a n o s i n e o n D N A
^ ^ '^
. F o l l o w i n g r e a c t i o n b e t w e e n
s y n t h e s i z e d C P P
- 3 , 4 - o x i d e a n d g u a n i n e n u c l e o t i d e s a t o t a l o f f o u r m a j o r a n d
t h r e e m i n o r p r o d u c t s w e r e s e e n , s u g g e s t i n g m u l t i p l e s i t e s o f a d d u c t i o n . I n
a d d i t i o n , a t l e a s t o n e a d d u c t s e e n f o l l o w i n g i n v i v o a d m i n i s t r a t i o n o f C P P s e em s
t o h a v e b e e n a d e n i n e - d e r i v e d . T h e s e r e s u l t s g i v e a g o o d i n d i c a t i o n a s t o t h e
n a t u r e o f t h e i n t e r a c t i o n b e t w e e n r e a c t i v e C P P m e t a b o l i t e s a n d D N A
,
b u t
i l l u s t r a t e o n e o f t h e l im i t a t i o n s o f t h e ^ ^P a s s a y ; t h e l a c k o f a b s o l u t e a d d u c t
s t r u c t u r a l c o n f i r m a t i o n .
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C a r c i n o g e n i c i t y o f C P P
T h e r e i s a g e n e r a l c o r r e l a t i o n b e t w e e n a ge n o t o x i c c a r c i n o g e n
'
s a b i l i t y t o
g e n e r a t e D N A m u t a t i o n s a n d i t s a b i l i t y t o e l i c i t a t u m o r i g e n i c r e s p o n s e b u t t h i s
r e l a t i o n s h i p i s n o t a l w a y s s im p l e . M a n y c o n s i d e r a t i o n s n e e d t o b e m a d e a b o u t
t h e m e t a b o l i c f a t e o f t h e a g e n t i n q u e s t i o n , i n c l u d i n g n o t o n l y t h e n a t u r e a n d r a t e
o f f o r m a t i o n o f r e a c t i v e m e t a b o l i t e s b u t a l s o t h e r a t e o f m e t a b o l i c d e a c t i v a t i o n . O f
c o u r s e t u m o r i g e n i c r e s p o n s e i s a l s o c o n t i g e n t o n o t h e r f a c t o r s , i n c l u d i n g t h e
a b i l i t y o f t h e r e a c t i v e m e t a b o l i t e s t o i n t e r a c t w i t h D N A a n d t h e f a t e o f t h e
a d d u c t s o n c e t h e y a r e f o r m e d . M a n y a d d u c t s a r e i n h e r e n t l y u n s t a b l e a n d
s p o n t a n e o u s l y d e t a c h w h i l e o t h e r s a r e e s p e c i a l l y s u s c e p t i b l e t o e n z y m a t i c r e p a i r .
St i l l o t h e r s m a y r e s u l t i n m i s c o d i n g o n th e D N A s t r a n d , b u t a t s i l e n t o r n o n -
t r a n s c r i b e d s i t e s . L a r g e r
- s c a l e p h y s i o l o g i c a l f a c t o r s u l t im a t e l y p l a y a c r i t i c a l r o l e
i n d e t e r m i n i n g t h e c a r c i n o g e n i c p o t e n t i a l o f m a n y i n v i t r o m u t a g e n s .
A n i n t e r e s t i n g e a r l y o b s e r v a t i o n a b o u t C P P w a s t h a t a l t h o u gh i t p r o v e d
h i g h l y m u t a g e n i c i n t h e A m e s / Sa l m o n e l l a a s s a y , e v i d e n c e f o r c a r c i n o g e n i c i t y i n
v i v o w a s o r i g i n a l l y e l u s i v e . P o s i t i v e r e s u l t s h a v e s i n c e b e e n s e e n i n s e v e r a l
s t u d i e s . T h e c o m p o u n d h a s b e e n s h o w n t o i n d u c e f i b r o s a r c o m a s i n C FW m i c e
f o l l o w i n g s u b c u t a n e o u s i n je c t i o n , h a s p r o d u c e d a c a r c i n o ge n i c r e s p o n s e i n
m o u s e s k i n t u m o r i g e n i c i t y a s s a y s w i t h o r w i t h o u t s u b s e q u e n t e x p o s u r e t o t u m o r
p r o m o t e r s , w a s s h o w n t o b e a p o t e n t l u n g c a r c i n o g e n i n t h e s t r a i n A / J m o u s e
' * ^
,
a n d c a r r i e d s t r o n g i n d u c t i o n p o t e n t i a l i n t h e n e w b o r n m o u s e l u n g a d e n o m a
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b i o a s s a y
^ ^
. C P P h a s a l s o p r o d u c e d p o s i t i v e r e s u l t s d u r i n g i n v i v o t e s t s o f
s y n e r g i s m
^ *
. H o w e v e r , s o m e q u e s t i o n s h a v e b e e n r a i s e d a b o u t th e q u a l i t y o f
r e s u l t s f r o m t h e m o u s e s k i n s t u d i e s s i n c e c y t o t o x i c i t y m a y h a v e b e e n o b s e r v e d ,
a n d t h e r e a r e a l s o s t u d i e s t h a t s e e m t o s h o w th a t C P P
'
s t u m o r i g e n i c p o t e n t i a l i s
q u i t e w e a k . I n a n e a r l y s t u d y b y W o o d e t . a l . , C P P p r o v e d t o b e a w e a k t u n i o r
i n i t i a t o r
,
w i t h a c t i v i t y o n l y 5 % t h a t o f B [fl ]P i n t h e 2 - s t a g e i n i t i a t i o n - p r o m o t i o n
m o u s e s k i n a s s a y . I n a d d i t i o n , w h i l e C P P w a s m o r e m u t a ge n i c t h a n B [fl ]P i n
b a c t e r i a l m u t a t i o n a s s a y s , i t i s l e s s a c t i v e i n i n v i t r o c e l l u l a r m u t a t i o n a s s a y s .
I n g e n e r a l , c a r c i n o g e n i c i t y s t u d i e s f o r C P P h a v e b e e n p o s i t i v e , b u t t h e y
a r e s o n \ e w h a t i n c o n s i s t e n t w i t h t h e e x t r e m e l y p o t e n t n i u t a ge n i c i t y e x h i b i t e d i n
v i t r o . R e a s o n s f o r t h i s m i g h t i n c l u d e m o r e e f f e c t i v e r e p a i r o f C P P - m e d i a t e d
a d d u c t s o r r a p i d i n v i v o d e a c t i v a t i o n o f m u t a g e n i c C P P m e t a b o l i t e s . So n i e
s t u d i e s e x a m i n i n g t h e m u t a t i o n a l s p e c t r u m o f C P P i n v i v o h a v e s h o w n t h a t t h i s
c o m p o u n d i s c a p a b l e o f g i v i n g r i s e t o u n i q u e a c t i v a t i n g m u t a t i o n s i n c r i t i c a l c e l l -
c y c l e c o n t r o l g e n e s . T h e c o m p o u n d i s e s p e c i a l l y t u m o r i g e n i c i n t h e A / Jm o u s e
l u n g a d e n o m a a s s a y , w h e r e i t h a s b e e n s h o w n t o i n d u c e a n u n u s u a l G O T ~ >
C G T K i - r a s c o d o n 1 2 t r a n s v e r s i o n m u t a t i o n . S im i l a r c o m p o u n ds s u c h a s B [fl ]P d o
n o t g i v e r i s e t o t h i s t y p e o f t r a n s v e r s i o n a n d e x h i b i t l e s s p o t e n c y i n t h i s
t u m o r i g e n e s i s m o d e l . T h i s m a y i n d i c a t e t h a t C P P
'
s a b i l i t y t o g i v e r i s e t o u n i qu e
m u t a t i o n a l e v e n t s i n c r i t i c a l o n c o g e n e s i s t h e p r im a r y f a c t o r b e h i n d i t s p o t e n t
c a r c i n o g e n i c i t y i n t h i s s e n s i t i v e t u m o r i g e n e s i s a s s a y .
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C h a r a c t e r i z a t i o n o f C P P - D N A A d d u c t s :
T h e i l l u s t r a t i o n o f C P P ' s m u t a ge n i c a n d t u m o r i g e n i c p r o p e r t i e s u n d e r s t a t e
t h e im p o r t a n c e o f c h a r a c t e r i z i n g t h i s c o m p o u n d
'
s c a p a c i t y f o r b i o l o g i c a l
r e a c t i v i t y . P o s i t i v e c a r c i n o g e n i c i t y s t u d i e s , s u c c e s s f u l d e t e c t i o n o f C P P a d d u c t s
f o r m e d i n v i v o u s i n g t h e u l t r a - s e n s i t i v e P - p o s t l a b e l i n g a s s a y a n d p o s i t i v e
o n c o ge n e a c t i v a t i o n s t u d i e s i n d i c a t e t h a t m u t a t i o n s f o r n i e d b y m e t a b o l i t e s o f t h i s
c o m p o u n d m a y b e c a p a b l e o f g e n e r a t i n g a c a r c i n o ge n i c r e s p o n s e i n h u m a i i s .
I t w a s t h e g o a l o f t h e p r e s e n t s t u d y t o g e n e r a t e a m e t h o d f o r s t r u c t u r a l
c h a r a c t e r i z a t i o n o f C P P - D N A a d d u c t s . I n o r d e r t o a c h i e v e t h i s
,
a n e f f i c i e n t a n d
e f f e c t i v e m e th o d f o r a d d u c t f o r m a t i o n a n d i s o l a t i o n n e e d e d t o b e d e v e l o p e d .
T h e r e e x i s t s a s u b s t a n t i a l h i s t o r y f o r P A H a d d u c t s t r u c t u r a l c h a r a c t e r i z a t i o n i n
t h e l i t e r a t u r e
,
b u t i n m o s t c a s e s t h e t e c h n i q u e s u s e d a r e f u n d a m e n t a l l y d i f f e r e n t
f r o m th o s e w e e v e n t u a l l y c h o s e . So m e p r i n c i p l e s r e m a i n c o n s i s t e n t : D N A i s
e x p o s e d t o r e l a t i v e l y h i gh l e v e l s o f a c t i v a t e d P A H , b i n d i n g t a k e s p l a c e o n D N A
b a s e s
,
a n d t h e D N A i s d i g e s t e d t o t h e n u c l e o s i d e l e v e l w h e r e a d d u c t s c a n b e
i s o l a t e d u s i n g c h r o m a t o g r a p h i c s e p a r a t i o n t e c h n i qu e s . H o w e v e r , s t e p s a r e o f t e n
t a k e n t o i n c r e a s e s e n s i t i v i t y o f d e t e c t i o n , i n c l u d i n g r a d i o l a b e l i n g o f t h e P A H o r
t h e r e s u l t a n t a d d u c t s . F o r i n s t a n c e
,
s o m e o f t h e e a r l i e s t i d e n t i f i c a t i o n s t u d i e s
i n v o l v e d th e f o r m a t i o n o f a d d u c t s u s i n g r a d i o l a b e l e d P A H a n d s y n t h e s i z e d
s t a n d a r d s f o r c o m p a r a t i v e c h r o m a t o g r a p h y
^ ' ^ ^
. B y u s i n g th e s e t e c h n i qu e s ,
r e s e a r c h e r s w e r e a b l e t o s h o w D N A b i n d i n g t a k i n g p l a c e i n m am m a l i a n c e l l s v i a
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t h e b a y
- r e g i o n d i h y d r o d i o l e p o x i d e r o u t e
'
. I n a d d u c t c h a r a c t e r i z a t i o n s t u d i e s
t h a t f o l l o w e d , s t r u c t u r a l i n f o r m a t i o n w a s g e n e r a t e d b y N M R a n d m a s s s p e c t r a l
e n
a n a l y s i s , a l t h o u g h t h e s e e x p e r i m e n t s o n c e a ga i n i n v o l v e d r a d i o l a b e l e d P A H .
M o r e r e c e n t l y , s t r u c t u r a l i n f o r m a t i o n h a s b e e n g e n e r a t e d u s i n g n o n - l a b e l e d
P A H
^ ^ ' ^
,
i l l u s t r a t i n g th a t a d d u c t c h a r a c t e r i z a t i o n i s a c h i e v a b l e u s i n g i n v i t r o
i n c u ba t i o n s o f D N A o r d e o x y n u c l e o t i d e s w i t h s y n t h e s i z e d r e a c t i v e s p e c i e s o f
P A H .
We h a v e c h o s e n m e t h o d s s im i l a r t o t h o s e u s e d i n t h e s e p r e v i o u s l y
m e n t i o n e d s t u d i e s t o g e n e r a t e C P P - D N A a d d u c t s f o r s t r u c t u r a l c h a r a c t e r i z a t i o n .
O u r m e t h o d s b o r r o w h e a v i l y f r o m b o t h r e c e n t a d d u c t s t r u c t u r a l c h a r a c t e r i z a t i o n
o n
s t u d i e s w i t h o t h e r P A H a n d s u c c e s s f u l P - p o s t l a b e l i n g s t u d i e s w i t h C P P . B y
i n c u b a t i n g D N A w i t h t h e p u t a t i v e r e a c t i v e m e t a b o l i t e o f C P P , C P P - 3 , 4 - o x i d e , w e
w e r e a b l e t o g e n e r a t e c h a r a c t e r i z a b l e a m o u n t s o f a t l e a s t f o u r C P P - D N A a d d u c t s
w i t h d e o x y g u a n o s i n e a n d d e o x y a d e n o s i n e . O u r r e s u l t s i n d i c a t e t h a t t h e a d d u c t
p r o f i l e f o r C P P
- 3 , 4 - o x i d e m a y b e u n u s u a l , w i t h a n a p p a r e n t p r e d o m i n a n c e o f c i s -
C P P - d e o x y g u a n o s i n e a d d u c t s o v e r t r a n s a d d u c t s f o l l o w i n g r e a c t i o n w i t h D N A .
W e a l s o d e t e c t e d a f a i r l y s i g n i f i c a n t r o l e f o r C P P a d d u c t s f o r m e d w i t h
d e o x y a d e n o s i n e
- a n o b s e r v a t i o n t h a t h a s n o t b e e n s e e n w i th p a s t m e t h o d s f o r i n
v i t r o C P P a d d u c t f o r m a t i o n . O u r r e s u l t s w i l l h e l p c o m p l e m e n t o th e r s t u d i e s
e x a m i n i n g t h e m u t a ge n i c n a t u r e o f C P P , i n c l u d i n g
^ ^
P - p o s t l a b e l i n g s t u d i e s
i n v o l v i n g i n v i v o a n d i n v i t r o e x p o s u r e t o C P P a n d C P P - 3 , 4 - o x i d e , a n d w i l l h e l p
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s h e d l i g h t i n t o t h e u n i q u e i n t e r a c t i o n s b e t w e e n D N A a n d t h e c y c l o p e n t a - f u s e d
p o l y c y c l i c a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s .
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M a t e r i a l s a n d M e t h o d s :
M a t e r i a l s :
C h e m i c a l s : C P P , C P P - 3 , 4 - o x i d e a n d a l l o th e r C P P d e r i v a t i v e s w e r e
s y n t h e s i z e d i n o u r l a b o r a t o r y u s i n g p r e v i o u s l y p u b l i s h e d m e t h o d s
^ ^ '
. C P P - 3 , 4 -
o x i d e w a s p r e p a r e d i n 1 0
- 1 5 m g b a t c h e s a n d s t o r e d i n a f o i l - c o v e r e d f l a s k a t -
8 0
°
C u n t i l n e e d e d .
D N A , d e o x y n u c l e o t i d e s a n d d e o x y n u c l e o s i d e s : L y o p h i l i z e d c a l f t h y m u s
D N A (t y p e 1 , s o d i u m s a l t ), n u c l e o t i d e s (2
'
- d e o x y g u a n o s i n e - 5
'
- m o n o p h o s p h a t e ,
s o d i u m s a l t a n d 2 ' - d e o x y gu a n o s i n e - 3
'
- m o n o p h o s p h a t e , s o d i u m s a l t ), a n d
n u c l e o s i d e s (2
'
- d e o x y g u em o s i n e , 2
'
- d e o x y a d e n o s i n e , 2
'
- d e o x y c y t i d i n e a n d
t h y m i d i n e ) w e r e a l l o b t a i n e d f r o m Si gm a C h e m i c a l C o . (St . L o u i s , M O ) .
B u f f e r s : A l l b u f f e r c o n s t i t u e n t s w e r e o b t a i n e d f r o m Si gm a , w i t h t h e
e x c e p t i o n o f T r i s - H C l , w h i c h w a s p u r c h a s e d f r o m F i s h e r Sc i e n t i f i c (F a i r L a w n ,
N J).
H P L C : H P L C gr a d e m e t h a n o l f r o m M a l l i n c k r o d t B a k e r , I n c . (P a r i s , K Y )
a n d d o u b l y d i s t i l l e d d e i o n i z e d w a t e r w e r e u s e d d u r i n g a l l H P L C r u n s .
So l v e n t s : M o l e c u l a r b i o l o gy g r a d e D M SO , a n d H P L C gr a d e a c e t o n e a n d
n - b u t a n o l w e r e a l l o b t a i n e d f r o m F i s h e r Sc i e n t i f i c . A b s o l u t e a n d 9 5 % e t h a n o l
w e r e p u r c h a s e d f r o m A a p e r A l c o h o l (S h e l b )r v i l l e , K Y ) w h i l e e t h y l a c e t a t e w a s
o b t a i n e d f r o m B a x t e r H e a l t h c a r e (M u s k e g o n , M I ). N M R s o l v e n t s i n c l u d e d
D M SO - d 6 , 1 0 0 a t o m % D , i n 0 . 5 o r 1 . 0 m l a m p u l e s f r o m Si gm a C h em i c a l , a n d
D 2O f r o m C a mb r i d ge I s o t o p e L a b o r a t o r i e s (A n d o v e r , M A ) .
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D i g e s t i o n E n z y m e s : M i c r o c o c c a l n u c l e a s e (f r o m S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s ,
F o gg i s ix a i n ) w a s p u r c h a s e d f r o m Si gm a C h e m i c a l . C a l f s p l e e n
p h o s p h o d i e s t e r a s e a n d c a l f i n t e s t i n e a l k a l i n e p h o s p h a t a s e w e r e o b t a i n e d f r o m
B o e r h i n g e r M a n n h e im (I n d i a n a p o l i s , I N ) .
M i c r o s o m e r e a c t i o n s : R a t l i v e r S9 p r o t e i n s u s p e n d e d i n 0 . 15M K C l w a s
o b t a i n e d f r o m M o l e c u l a r T o x i c o l o gy , I n c . (A n n a p o l i s , M D ). R e a c t i o n
c o m p o n e n t s i n c l u d e d N A D PH (B o e h r i n g e r M a n n h e im ), c y c l o h e x e n e o x i d e
(Si gm a ) , a n d P r o t e i n a s e K (Si g m a ; l y o p h i l i z e d , f r o m T r i t i r a c h i u m a l b u m ) . P r o t e i n
c o n t e n t w a s d e t e r m i n e d w i t h p r e p a r e d L o w r y s o l u t i o n s f r o m P i e r c e (R o c k f o r d ,
I I) .
I n s t r u m e n t a t i o n :
H P L C a n d U V Sp e c t r o p h o t o m e t r y : F o r a l l H P L C e x p e r im e n t s , a V a r i a n
V i s t a Se r i e s M o d e l 5 00 0 H P L C s y s t e m w i t h a Z o r b a x O D S r e v e r s e p h a s e 4 . 6m m
I D x 2 5 c m C 1 8 c o l u m n a n d a n I SC O V 4 a b s o r b a n c e d e t e c t o r w e r e u s e d . T h e
s y s t e m u t i l i z e d o n e p u m p a n d t h r e e m i x i n g v a l v e s ; a l l g r a d i e n t s r u n u s e d
m e t h a n o l a n d w a t e r i n t h e m o b i l e p h a s e . T h e f l o w r a t e f o r a l l H P L C a n a l y s e s
w a s 1 . 0 m l / m i n u t e a n d a b s o r b a n c e d e t e c t i o n w a s s e t a t 2 6 0 n m . Wh e n s t o p - f l o w
U V a b s o r b a n c e s p e c t r a w e r e d e s i r e d , a P e r k i n - E lm e r L C - 5 8 B s p e c t r o p h o t o m e t r i c
d e t e c t o r w a s a t t a c h e d t o t h e o u t l e t o f t h e c o l u m n . F o r a l l o t h e r U V a b s o r b a n c e
d e t e r m i n a t i o n s
,
a M i l t o n R o y 12 0 1 s p e c t r o p h o t o m e t e r w a s u s e d . A l l U V
a b s o r ba n c e s p e c t r a w e r e o b t a i n e d b e tw e e n 4 5 0 a n d 20 0 n m .
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N MR : A n a l y s i s o f s a m p l e s b y N MR w a s c a r r i e d o u t o n a B r u k e r m o d e l
A M X 5 0 0 s p e c t r o m e t e r . A s o f t w a r e p a c k a g e (N U T S, A c o r n N MR , F r e m o n t C A )
w a s u s e d t o a n a l y z e a n d m a n i p u l a t e d o w n l o a d e d N MR s p e c t r a .
M a s s Sp e c t r o m e t r y : A l l M S r e s u l t s w e r e g e n e r a t e d o n a F i n n i g a n 4 0 0 0
q u a d r u p o l e m a s s s p e c t r o m e t e r e q u i p p e d w i t h a n E SI s o u r c e (n o n - p n e u m a t i c a l l y
a s s i s t e d e l e c t r o s p r a y i o n i z a t i o n ) o b t a i n e d f r o m A n a l y t i c a o f B r a n f o r d , I n c .
(B r a n f o r d , C T ) . A l l s c a n s w e r e o b t a i n e d i n t h e p o s i t i v e i o n i z a t i o n m o d e . T h e
v o l t a g e o n t h e e l e c t r o s p r a y n e e d l e w a s s e t t o m a x im i z e t h e M H
*
s i g n a l (3 . 7 - 4 . 2
k V ). We o p t i m i z e d t h e a n a l y t e s i gn a l b y s e t t i n g t h e s k im m e r
'
s o f f s e t v o l t a g e a t
7 8 V f o r m i n im a l c o l l i s i o n i n d u c e d d i s s o c i a t i o n s (C I D s ) a n d a t 1 3 8 V f o r m a x im a l
C I D s . M a s s s p e c t r a w e r e a c q u i r e d a n d p r o c e s s e d b y a T e c h n i v e n t V e c t o r / 2 (St .
L o u i s , MO ) d a t a s y s t e m o v e r a m a s s r a n g e f r o mm / z = 1 0 t o m / z = 7 0 0 i n t h r e e
s e c o n d s . T h e r e l a t i v e i n t e n s i t y o f t h e MH
*
s i gn a l w a s d e t e r m i n e d b y t h e a v e r a g e
o f 2 0 s c a n s .
A l l s a m p l e s w e r e i n j e c t e d a s a s u s p e n s i o n i n 1 0 0 % m e th a n o l , a d j u s t e d
w i t h 0 . 4 % a c e t i c a c i d .
D N A r e a c t i o n w i t h C P P - 3
,
4 - o x i d e :
D N A w a s a d d e d a t 1 . 0 m g/ m l t o s t e r i l e 5 0 mM T r i s - H C l b u f f e r , p H 7 . 4 ,
a n d a l l o w e d t o s t a n d f o r a t l e a s t t h r e e d a y s a t 0
°
C t o d i s s o l v e c o m p l e t e l y . A l l
r e a c t i o n s w e r e c a r r i e d o u t i n a m b e r o r f o i l - c o v e r e d c l e a r v i a l s . A 1 / 1 0 v o l u m e o f
D M SO o r a c e t o n e c o n t a i n i n g C P P - o x i d e a t 2 . 4 6 m g/ m l w a s a d d e d t o th e
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d i s s o l v e d D N A s o l u t i o n a n d t h e r e a c t i o n v i a l v / a s v o r t e x e d b r i e fl y a n d
t r a n s f e r r e d t o a s h a k i n g w a t e r b a th . T h e D N A a n d C P P
- 3
,
4 - o x i d e w e r e a l l o w e d t o
r e a c t f o r a t l e a s t t h r e e h o u r s a t 3 7
°
C .
T h e r e w a s s o m e v a r i a b i l i t y i n t h e a f o r e m e n t i o n e d r e a c t i o n c o n d i t i o n s a s
a t t e m p t s w e r e m a d e t o o p t im i z e a d d u c t y i e l d b u t g e n e r a l l y t h e s e r e a c t i o n s t e p s
r e m a i n e d c o n s i s t e n t . C h a n g e s i n b u f f e r c o m p o s i t i o n , r e a c t i o n t i m e , l i gh t / d a r k
c o n d i t i o n s a n d / o r t e m p e r a t u r e d i d n o t r a d i c a l l y a f f e c t t h e y i e l d o f r e a c t i o n
p r o d u c t s .
A f t e r t h r e e h o u r s , u n a d d u c t e d C P P - o x i d e b r e a k d o w n b y p r o d u c t s w e r e r e m o v e d
f r o m th e a q u e o u s r e a c t i o n m i x t u r e b y e x t r a c t i o n w i t h e t h y l a c e t a t e . F o r e a c h r e a c t i o n
v i a l , a n e q u a l v o l u m e o f e t h y l a c e t a t e w a s a d d e d a n d t h e p h a s e s w e r e t h o r o u gh l y
m i x e d . T h e p h a s e s w e r e t h e n a l l o w e d t o s e p a r a t e by p l a c i n g t h e v i a l s u p r i gh t i n a t u b e
r a c k f o r a t l e a s t f i v e m i n u t e s . V i s u a l a n d f l u o r e s e n c e i n s p e c t i o n c o n f i r m e d t h e
m o v e m e n t o f t h e u n b o u n d C P P m a t e r i a l t o t h e e t h y l a c e t a t e l a y e r . T h e o r g a r i i c l a y e r
w a s t h e n c a r e f u l l y r e m o v e d b y g l a s s p i p e t a n d r e p l a c e d w i th f r e s h s o l v e n t f o r f u r t h e r
e x t r a c t i o n . T h r e e t o f i v e e x t r a c t i o n s w e r e p e r f o r m e d i n t h i s f a s h i o n .
F o l l o w i n g c o m p l e t i o n o f t h e e x t r a c t i o n p r o c e d u r e , t h e a l t e r e d D N A w a s
p r e c i p i t a t e d t h r o u g h t h e a d d i t i o n o f 5M N a C l s o l u t i o n (2 0 n l / m g D N A ) a n d p r e c o o l e d
(0
°
C ) 9 5 % e t h a n o l . 1 / 3 v o l u m e s o f e t h a n o l w e r e a d d e d a t a t i m e , w i t h ge n t l e b u t
t h o r o u gh m i x i n g t a k i n g p l a c e b e t w e e n e a c h a d d i t i o n . D N A w o u l d t y p i c a l l y b e g i n t o
a p p e a r a f t e r t h e t h i r d o r f o u r t h a d d i t i o n a s f l u f f y w h i t e o r l i g h t y e l l o w s t r a n d s . N o
m o r e t h a n t w o t o t a l v o l u m e s o f e t h a n o l w e r e n e e d e d f o r c o m p l e t e D N A p r e c i p i t a t i o n .
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F o l l o w i n g D N A r e p r e c i p i t a t i o n , t h e r e a c t i o n t u b e s w e r e s p u n d o w n f o r 3 0 t o 4 5
s e c o n d s a t l o w s p e e d o n a t a b l e t o p c e n t r i f u g e . T h e s u p e r n a t a n t w a s d r a i n e d o f f a n d t h e
r e m a i n i n g D N A p e l l e t w a s w a s h e d w i t h 9 5 % e t h a n o l a n d a l l o w e d t o d r y a t r o o m
t e m p e r a t u r e f o r 5 - 1 0 m i n u t e s . A 1 0 mM s o d i u m s u c c i n a t e , 5 mM C a C l 2 bu f f e r , p H 6 . 0 ,
w a s t h e n a d d e d i n s u f f i c i e n t v o l u m e t o p r o d u c e a 1 m g / m l s o l u t i o n o f D N A (c o m p l e t e
r e c o v e r y o f D N A w a s a s s u m e d i n a l l c a s e s ) . T h e v i a l w a s v o r t e x e d b r i e f l y t o d e t a c h t h e
D N A p e l l e t a n d l e f t a t r o o m t e m p e r a t u r e o v e r n i g h t t o f a c i l i t a t e r e s u s p e n s i o n o f t h e
D N A . I f r e s u s p e n s i o n w a s i n c o m p l e t e b y th e n e x t m o r n i n g , t h e v i a l w a s t r a n s f e r r e d t o
t h e r e f r i g e r a t o r a n d p e r i o d i c a l l y v o r t e x e d t o h a s t e n D N A d i s s o l u t i o n . T y p i c a l l y ,
c o m p l e t e r e s u s p e n s i o n o f D N A r e q u i r e d a t l e a s t 24 h o u r s w i th p e r i o d i c a g i t a t i o n .
T h e n e x t s t e p e n t a i l e d e n z y m a t i c a l l y d i g e s t i n g t h e D N A t o t h e l e v e l o f i n d i v i d u a l
n u c l e o s i d e s . W e u s e d a n u m b e r o f p r o c e d u r e s i n d e v e l o p i n g a n a c c e p t a b l e p r o t o c o l f o r
D N A d ig e s t i o n . O n l y t h e f i n a l p r o t o c o l w i l l b e m e n t i o n e d h e r e ; o t h e r m e t h o d s a n d o u r
r e a s o n i n g f o r a b a n d o n i n g t h e m w i l l b e o u t l i n e d i n t h e d i s c u s s i o n s e c t i o n .
E n z y m a t i c d e g r a d a t i o n o f D N A i n v o l v e d t w o n i a i n s t e p s . T h e f i r s t s t e p in v o l v e d
d i g e s t i o n o f D N A d o w n t o t h e l e v e l o f i n d i v i d u a l 3
'
- n u c l e o t i d e s . T h i s w a s a c h i e v e d
t h r o u gh t h e s im u l t a n e o u s a d d i t i o n o f m i c r o c o c c a l n u c l e a s e a t 1 4 . 3 u n i t s / m g D N A a n d
c a l f s p l e e n p h o s p h o d i e s t e r a s e a t 0 . 2 9 u n i t s / m g D N A . T h e s e t w o e n z ym e s w e r e g i v e n 4
t o 5 h o u r s a t 3 7
°
C t o c o m p l e t e ly d e g r a d e t h e D N A t o t h e 3
'
- n u c l e o t i d e l e v e l .
D e p h o s p h o r y l a t i o n o f t h e i n d i v i d u a l n u c l e o ti d e s t o th e n u c l e o s i d e l e v e l c a l l e d
f o r t h e a d d i ti o n o f a l k a l i n e p h o s p h a t a s e . W e c h o s e t o f o l l o w a p r o v e n p r o c e d u r e
o u t l i n e d b y S h ig e n a ga e t . a l ^
^
. T h e p H o f th e b xi f f e r e d s o l u ti o n w a s f i r s t o p t i m i z e d f o r
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a l k a l i n e p h o s p h a t a s e a c t i v i t y t h r o u g h t h e a d d i t i o n o f 1 / 1 0 v o l u m e o f l . OM T r i s - H C l a t
p H 8 . 5 . A l k a l i n e p h o s p h a t a s e w a s t h e n a d d e d a t 1 6 u n i t s / m g D N A a n d a l l o w e d t o a c t
f o r 1 h o u r a t 3 7
°
C . T h e e f f e c t i v e n e s s o f t h i s m e t h o d f o r d e p h o s p h o r y l a t i o n o f 3
'
-
n u c l e o t i d e s w a s c o n f i r m e d t h r o u g h i n c u b a t i o n o f a l k a l i n e p h o s p h a t a s e w i t h s y n t h e t i c
d e o x y g u a n o s i n e - 3
'
- p h o s p h a t e a n d d i g e s t e d c a l f t h y m u s D N A . I n b o t h c a s e s p r o d u c t i o n
o f i n d i v i d u a l n u c l e o s i d e s w a s c o n f i r m e d u s i n g c o m p a r a t i v e c h r o m a t o g r a p h y w i t h
s y n t h e t i c n u c l e o s i d e s t a n d a r d s .
F o l l o w i n g n u c l e o t i d e d e p h o s p h o r y l a t i o n , a l l r e a c t i o n v i a l s w e r e r e m o v e d f r o m
t h e w a t e r b a t h a n d a d d u c t e d n u c l e o s i d e s w e r e s e p a r a t e d f r o m n o n - a d d u c t e d
n u c l e o s i d e s b y e x t r a c t i o n w i t h n
- b u t a n o l . E x t r a c t i o n w i th th i s a g e n t h a s b e e n s h o w n t o
r e s u l t i n t h e s u c c e s s fu l p a r t i t i o n i n g o f b u l k y a d d u c t s i n t o t h e o r g a n i c p h a s e . 1 / 3
v o l u m e s o f n - b u t a n o l w e r e m i x e d t h o r o u gh l y w i t h t h e r e a c t i o n m i x t u r e a n d a l l o w e d t o
s e p a r a t e w i t h th e a i d o f b r i e f , l o w s p e e d c e n t r i fu g a t i o n . T h e r e s u l t a n t n
- b u t a n o l e x t r a c t s
w e r e t h e n r e m o v e d a n d p o o l e d . A t l e a s t t h r e e b u t a s m a n y a s s i x e x t r a c t i o n s w e r e
p e r f o r m e d i n t h i s m a n n e r . T h e r e s u l t i n g n - b u t a n o l a n d n - b u t a n o l - e x t r a c t e d a q u e o u s
p h a s e s w e r e d r i e d d o w n b y l y o p h i l i z a t i o n o r s p e e d - v a c . T h e p r e c i p i t a t e w a s t h e n
r e s u s p e n d e d i n a s u i t a b l e v o l u m e o f m e th a n o l / w a t e r f o r a n a l y s i s by H P L C . T h e
p r e c i p i t a t e r e t r i e v e d f r o m t h e n - b u t a n o l p h a s e s w a s t y p i c a l l y a l i g h t y e l l o w c o l o r w h i c h
f l u o r e s c e d w e a k l y u n d e r l o n g w a v e U V l i g h t .
T h e r e m a i n i n g n - b u t a n o l e x t r a c t e d a qu e o u s p h a s e w a s r e s u s p e n d e d i n
m e t h a n o l / w a t e r a n d a n a ly z e d o n a l i n e a r g r a d i e n t b e t w e e n 1 0 % a n d 1 0 0% m e th a n o l t o
c o n f i r m t h e e f f e c t i v e n e s s o f t h e n - b u t a n o l e x t r a c t i o n s t e p a n d t h e D N A d i g e s t i o n
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p r o t o c o l . U s i n g t h i s p r o c e d u r e w e w e r e a b l e t o i d e n t i f y a l l f o u r u n m o d i f i e d n u c l e o s i d e s
i n t h e b u t a n o l - e x t r a c t e d a q u e o u s p h a s e .
D u r i n g t h e d e v e l o p m e n t o f t h e D N A - C P P - o x i d e r e a c t i o n p r o t o c o l , a v a r i e t y o f
b l a n k s w e r e a l s o r u n t o a i d i n t h e i d e n t i f i c a t i o n o f r e a c t i o n p r o d u c t s . A l l b l a n k s w e r e
t r e a t e d i d e n t i c a l l y t o n o n - b l a n k s a m p l e s , e x c e p t t h a t t h e y w e r e d e v o i d o f e i t h e r C P P -
3
,
4 - o x i d e
,
D N A o r b o th .
F o r t h e H P L C a n a l y s e s , v a r i o u s g r a d i e n t p r o g r a m s w e r e u s e d d e p e n d i n g o n th e
m a t e r i a l t o b e a n a l y z e d . A l l a n a l y s e s o f C P P a d d u c t s w e r e r u n o n a g r a d i e n t c o r i s i s t i n g
o f i s o c r a t i c 5 0 % w a t e r / 5 0% m e t h a n o l f o r f i v e m i n u t e s , f o l l o w e d b y a l i n e a r g r a d i e n t t o
1 00 % m e t h a n o l o v e r t h e n e x t 2 5 m i n u t e s , 1 0 0 % m e t h a n o l f o r 5 m i n u t e s a n d a 5 m i n u t e
l i n e a r r e t u r n t o 5 0 % w a t e r / 5 0 % m e t h a n o l . A l l i n j e c t i o n s m a d e w e r e i n a
m e t h a n o l / w a t e r s u s p e n s i o n i d e n t i c a l t o t h e s t a r t i n g c o m p o s i t i o n o f t h e g r a d i e n t . I n
m o s t c a s e s 1 0 0 |i l i n j e c t i o n s w e r e m a d e .
C r i t i c a l p e a k s w e r e c o l l e c t e d i n d i v i d u a l l y f r o m t h e H P L C a n d d r i e d d o w n u n d e r
a N 2 s t r e a m o r b y l y o p h i l i z a t i o n f o r f u r t h e r a n a l y s i s b y N M R a n d m a s s s p e c t r o m e t r y .
O f t e n
, g r o u p s o f p e a k s c o l l e c t e d t o g e t h e r w e r e r e s u s p e n d e d i n a m i n i m u m v o l u m e o f
m e t h a n o l / w a t e r a n d r e i n j e c t e d f o r im p r o v e d s e p a r a t i o n u s i n g p r o l o n ge d H P L C
gr a d i e n t s .
F o r a n a l y s i s b y N M R s p e c t r o m e t r y , a l l s a m p l e s w e r e d i s s o l v e d i n a m i n i m a l
a m o u n t o f D M SO - d g (u s u a l ly a b o u t 0 . 5 m l ) u n m e d i a t e l y p r i o r t o a n a l y s i s . D u r i n g m a s s
s p e c t r o m e t r i c a n a l y s i s , a l l s a m p l e s w e r e d i s s o l v e d i n a p p r o x im a t e l y 10 0 t o 2 0 0 [i l o f
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m e t h a n o l i n p o l y p r o p y l e n e m i c r o f u g e t u b e s f r o m w h i c h 3 0 t o 4 0 ^i l w a s r e m o v e d f o r
i n je c t i o n .
R e a c t i o n o f C P P - 3, 4 - o x i d e w i t h N u c l e o s i d e s a n d N u c l e o t i d e s :
A t t e m p t s a t a d d u c t f o r m a t i o n w e r e a l s o n i a d e b y r e a c t i n g C P P - 3 , 4 - o x i d e w i t h
s y n th e t i c n u c l e o s i d e s o r n u c l e o t i d e s . I n m o s t c a s e s , a 6 :1 n i o l a r r a t i o o f n u c l e o s i d e o r
n u c l e o t i d e t o C P P - 3, 4 - e p o x i d e w a s u s e d b u t t h i s r a t i o w a s o c c a s i o n a l l y a l t e r e d i n a n
a t t e m p t t o g e n e r a t e f a v o r a b l e a d d u c t y i e l d s . R e a c t i o n a t t e m p t s w e r e c a r r i e d o u t o n a n
o r b i t a l s h a k e r b o t h a t r o o m t e m p e r a t u r e a n d a t 3 7
°
C
,
w i t h r e a c t i o n t i m e s a s l o n g a s 24
h o u r s . N u c l e o t i d e s o r n u c l e o s i d e s w e r e s u s p e n d e d i n 5 0 m M T r i s - H C l , p H 7 . 4 , w h i l e
C P P - o x i d e w a s d i s s o l v e d i n e i t h e r a c e t o n e o r D M SO . O c c a s i o n a l l y t h e r e w e r e p r o b l e m s
w i t h r a p i d r e p r e c i p i t a t i o n o f t h e C P P - o x i d e u p o n a d d i t i o n t o t h e a q u e o u s n u c l e o s i d e
s u s p e n s i o n , b u t t h i s p r o b l e m c o u l d b e c i r c u m v e n t e d b y i n c r e a s i n g t h e a m o u n t o f
a c e t o n e o r D M SO i n t h e r e a c t i o n t o a s h i g h a s 5 0 % o f t h e t o t a l r e a c t i o n v o l u m e .
E f f o r t s a t a d d u c t e n r i c hm e n t f o l l o w i n g r e a c t i o n w i t h n u c l e o s i d e s i n c l u d e d t h e
u s e o f b o th t h e p r e v i o u s l y m e n t i o n e d e t h y l a c e t a t e a n d n - b u t a n o l s t e p s a s w e l l a s t h e n -
b u t a n o l s t e p a l o n e . W h e n t h e o r i g i n a l r e a c t i o n m i x t u r e c o n s i s t e d o f a v e r y h i g h
p e r c e n t a ge o f D M SO o r a c e t o n e , p h a s e s e p a r a t i o n w i t h e t h y l a c e t a t e a n d n - b u t a n o l w a s
im p o s s i b l e a n d e q u a l v o l u m e s o f d i e t h y l e t h e r w e r e u s e d i n s t e a d . T h e o r g a n i c e x t r a c t s
w e r e p o o l e d , d r i e d d o w n a n d th e p r e c i p i t a t e w a s r e s u s p e n d e d i n a m i n i m u m v o l u m e o f
5 0 % m e t h a n o l / 5 0 % w a t e r f o r a n a l y s i s b y H P L C . I n t h e c a s e s w h e r e d i e t h y l e t h e r w a s
u s e d a s t h e o r g a n i c p h a s e , a t t e m p t s w e r e m a d e t o f u r t h e r s e p a r a t e p o t e n t i a l n u c l e o s i d e
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a d d u c t s f r o m C P P d e r i v a t i v e s b y i n je c t i n g t h e r e s u s p e n d e d m a t e r i a l o n t o Se p - P a k
p r e p a r a t i v e c o l u m n s . T h e c o l u m n s w e r e t h e n fl u s h e d t w o t o t h r e e t i m e s w i t h 1 0 0 %
m e t h a n o l t o r e m o v e C P P d e r i v a t i v e s , t w o t i m e s w i t h 3 0 % H 2O / 7 0 % m e t h a n o l a n d o n c e
w i t h 5 0 % H 2O / 5 0 % m e t h a n o l t o e l u t e p o t e n t i a l a d d u c t s . T h i s m a t e r i a l w a s t h e n d r i e d
d o w n a n d r e c o n c e n t r a t e d i n 5 0 % H 2O / 5 0 % m e t h a n o l f o r a n a l y s i s b y H P L C .
Wh e n n u c l e o t i d e s w e r e u s e d i n t h e p l a c e o f n u c l e o s i d e s a s l i gh t l y m o d i f i e d
p r o t o c o l f o r a d d u c t e n r i c h m e n t w a s u s e d . F i r s t , n u c l e o t i d e s w e r e a l l o w e d t o r e a c t w i t h
C P P - 3
,
4 - o x i d e a t 3 7
°
C f o r t h r e e h o u r s i n a 1 0 :1 a q u e o u s bu f f e r :a c e t o n e s o l u t i o n . T h e n
e qu a l v o l u m e s o f e t h y l e t h e r w e r e u s e d t o r e m o v e u n a d d u c t e d C P P d e r i v a t i v e s .
F o l l o w i n g t h i s , t h e r e a c t i o n m i x t u r e w a s e x t r a c t e d t h r e e t im e s w i t h 1 / 3 v o l u m e s o f n -
b u t a n o l t o r e t r i e v e n u c l e o t i d e - 5 - m o n o p h o s p h a t e a d d u c t s . T h e b u t a n o l e x t r a c t s w e r e
t h e n d r i e d d o w n a n d r e s u s p e n d e d i n 1
- 2 m i s 1 0 mM s o d i u m s u c c i n a t e
,
5 m M C a C l a t o
w h i c h w a s a d d e d 1 / 1 0 v o l u m e o f 1 . 0 M T r i s - H C l a n d 1 6 u n i t s o f a l k a l i n e p h o s p h a t a s e .
F o l l o w i n g a o n e h o u r i n c u b a t i o n a t 3 7
°
C
, t h e r e s u l t i n g s o l u t i o n o f n u c l e o s i d e a d d u c t s
w e r e r e - e x t r a c t e d i n t o 1 / 3 v o l u m e s o f n - b u t a n o l , w h i c h w e r e p o o l e d , d r i e d d o w n ,
r e s u s p e n d e d i n a m i n im a l v o l u m e o f m e t h a n o l : w a t e r a n d i n j e c t e d o n t o t h e H P L C f o r
a n a l y s i s .
M e t a b o l i s m o f C P P a n d r e a c t i o n w i t h D N A :
T h e m e t h o d s u s e d h e r e f o r i n v i t r o m e t a b o l i s m o f C P P c l o s e l y f o l l o w e d
p r e v i o u s l y p u b l i s h e d m e th o d s
^ ^ ' ^ ^
. M i c r o s o m a l f r a c t i o n s w e r e p r e p a r e d f r o m r a t l i v e r
S 9 o n t h e d a y o f t h e r e a c t i o n . T h e S9 p r o t e i n w a s s p u n a t 1 0 0, 00 0g f o r 7 0 m i n u t e s , a f t e r
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w h i c h t h e s u p e r n a t a n t a n d a n y f r e e l i p i d m a t e r i a l w a s r e m o v e d b y p i p e t t e . T h e
m i c r o s o m a l p r o t e i n w a s t h e n r e s u s p e n d e d i n a m i n im u m v o l u m e o f 0 . 1 5M K C l , 1 . 0 mM
E D T A
, p H 7 . 4 , a n d a dju s t e d t o 5 . 0 m g / m l u s i n g a d e r i v a t i o n o f t h e m e t h o d s o f L o w r y ,
e t a lF^ . L i v e r S 9 a n d m i c r o s o m e s w e r e k e p t a t 4
°
C a t a l l t i m e s d u r i n g p r e p a r a t i o n .
O p t i m a l m i c r o s o n i a l p r o t e i n c o n c e n t r a t i o n w a s d e t e r m i n e d b y i n c u b a t i n g p a r e n t C P P
w i t h v a r y i n g c o n c e n t r a t i o n s o f m i c r o s o m e s a n d a n a l y z i n g r e a c t i o n e x t r a c t s v i a H P L C .
U s i n g th e s e m e t h o d s a n o p t im a l f i n a l r e a c t i o n m i c r o s o m a l c o n c e n t r a t i o n o f 0 . 5 m g / m l
w a s e s t im a t e d .
F o r r e a c t i o n s i n v o l v i n g t h e m e t a b o l i s m o f C P P i n t h e p r e s e n c e o f D N A , 1 . 5 m l o f
a 2 . 0 m g / m l D N A s o l u t i o n i n 5 0 m M T r i s - H C l , p H 7 . 4 , w a s d i l u t e d b y a d d i t i o n o f 1 . 0
m l o f 1 5 0 mM T r i s - H C l
,
1 5 m M M gC l a . F o l l o w i n g th i s , 0 . 5 m l o f m i c r o s o m e s , d i l u t e d t o
3 . 0 m g / m l i n 0 . 15 M K C l , 1 . 0 m M E D T A , 0 . 7 5 0 m g C P P d i s s o l v e d i n 3 0 ^ 1 a c e t o n e , a n d
2 . 5 m g N A D PH d i s s o l v e d i n a m i n i m a l a m o u n t o f 5 0 mM T r i s - H C l , p H 7 . 4 , w e r e
a d d e d . O n o c c a s i o n , 1 8 . 4 fi g o f c y c l o h e x e n e o x i d e w a s a d d e d p r i o r t o t h e a d d i t i o n o f
C P P t o a c t a s a n i n h i b i t o r o f m i c r o s o m a l e p o x i d e h y d r o l a s e . B l a n k s a m p l e s d e v o i d o f
C P P , D N A o r n u c l e o s i d e s , o r b o t h , w e r e a l s o r u n d u r i n g e a c h e x p e r im e n t .
F o l l o w i n g th e a d d i t i o n o f N A D PH , t h e r e a c t i o n v i a l w a s qu i c k l y t r a n s f e r r e d t o
t h e 3 7
°
C s h a k i n g w a t e r b a t h f o r t w o t o t h r e e h o u r s . A f t e r i n c u b a t i o n , m i c r o s o m a l
p r o t e i n s w e r e d i ge s t e d f o r a p p r o x i m a t e l y 2 h o u r s w i t h 0 . 5 0 m g / m l P r o t e i n a s e K . T h e
i n c u b a t i o n v i a l s w e r e t h e n d i l u t e d 1 :2 w i t h T r i s - H C l b u f f e r a n d e x t r a c t e d t w i c e u s i n g
e qu a l v o l u m e s o f p h e n o l :c h l o r o f o r m : i s o a m y l a l c o h o l (2 5 :2 4 :1 ), t h e l o w e r o r ga n i c p h a s e
b e i n g r e m o v e d a n d d i s c a r d e d e a c h t im e . F o r t h e t h i r d e x t r a c t i o n , a n e q u a l v o l u m e o f
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b u f f e r - s a t u r a t e d c h l o r o f o r m w a s u s e d a n d t h e u p p e r a q u e o u s l a y e r c o n t a i n m g th e
m o d i f i e d D N A w a s r e t r i e v e d u s i r i g w i d e - b o r e p i p e t t i p s . T h e D N A w a s t h e n e t h a n o l -
p r e c i p i t a t e d , d i g e s t e d a n d a n a l y z e d f o l l o w i n g t h e m e t h o d o u t l i n e d i n t h e p r e v i o u s
s e c t i o n .
Sy n t h e s i s o f C P P m e t a b o l i t e a n d a d d u c t s t a n d a r d s :
A n u n i b e r o f n i e t a b o l i t e s a n d r e a r r a n g e m e n t p r o d u c t s o f C P P - 3 , 4 - o x i d e w e r e
s y n t h e s i z e d i n o r d e r t o p r o v i d e s t a n d a r d s t o a s s i s t w i t h i d e n t i f i c a t i o n o f r e a c t i o n p e a k s .
F o r m o s t o f t h e s e c o m p o u n d s H P L C r e t e n t i o n t im e s a n d U V a n d N MR s p e c t r a w e r e
o b t a i n e d .
C P P - d s - (3 , 4 V d i h y d r o d i o l : C P P (1 0 m g ), d i s s o l v e d i n 2 . 0 m l p y r i d i n e , w a s
o x i d i z e d a t t h e 3 , 4 b o n d t h r o u gh t h e a d d i t i o n o f 1 1 mg O SO 4 . T h e s o l u t i o n w a s a l l o w e d
t o s t i r o v e r n i gh t a t r o o m t e m p e r a t u r e . T h e f o l l o w i n g d a y , a p p r o x im a t e l y 1 v o l u m e o f
s a t u r a t e d s o d i u m b i s u l f i t e s o l u t i o n w a s a d d e d t o d e c o m p o s e t h e o s m i u m c o m p l e x a n d
t h e m i x t u r e w a s s t i r r e d f o r a n a d d i t i o n a l 3 0 m i n u t e s . T h e r e s u l t a n t s o l i d w a s t h e n
f i l t e r e d o u t a n d w a s h e d w i t h n - h e x a n e . T h e s t r u c t u r e o f t h e f i n a l d i o l p r o d u c t w a s
c o n f i r m e d t h r o u g h t h e u s e o f p r o t o n N M R s p e c t r o m e t r y .
C P P - f r fl w s - (3 , 4 V d i h y d r o d i o l : I n t h i s r e a c t i o n , t h e 3 - o x o d e r i v a t i v e o f C P P w a s
u s e d a s t h e s t a r t i n g m a t e r i a l . A 2 m l a c e t i c a n h y d r i d e s o l u t i o n c o n t a i n i n g 1 0 mg o f 3 -
o x o - C P P a n d 1 5 m g o f Se 0 2 w a s s t i r r e d a n d h e a t e d a t 1 5 0
°
C f o r 4 h o u r s . T h e r e a c t i o n
m i x t u r e w a s f i l t e r e d a n d t h e f i l t r a t e w a s t r e a t e d w i t h e x c e s s w a t e r . T h e r e s u l t a n t r e d
p r e c i p i t a t e w a s f i l t e r e d o u t a n d w a s h e d w i th w a t e r . T h i s r e a c t i o n p r o d u c t , w h i c h
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c o n s i s t e d o f t h e 3 , 4 - d i o x o - C P P , w a s p u r i f i e d b y c o l u m n c h r o m a t o g r a p h y o n s i l i c a g e l
u s i n g C H C I3 a s t h e e l u e n t . R e d u c t i o n o f t h i s c o m p o u n d t o t h e 3 , 4 - d i h y d r o d i o l w a s
a c h i e v e d b y s t i r r i n g t h e d i o x o c o m p o u n d i n 6 m l o f a 5 :1 e th a n o h w a t e r s o l u t i o n
c o n t a i n i n g 1 5 m g s o d i u m b o r o h y d r i d e . T h e f i n a l m a t e r i a l w a s r e t r i e v e d b y d i l u t i n g t h e
r e a c t i o n m i x t u r e w i t h w a t e r a n d f i l t e r i n g o u t t h e s o l i d . T h i s m a t e r i a l w a s t h e n d r i e d
a n d t r e a t e d w i t h p y r i d i n e a n d a c e t i c a n h y d r i d e (2 m l e a c h ) t o p r o d u c e t h e d i a c e t a t e
d e r i v a t i v e .
F o l l o w i n g r e m o v a l o f t h e p y r i d i n e a n d a c e t i c a n h y d r i d e , t h e c r u d e p r o d u c t w a s
p u r i f i e d b y p r e p a r a t i v e T L C u s i n g b e n z e n e a s t h e d e v e l o p i n g s o l v e n t . T w o b a n d s w e r e
c o l l e c t e d . T h e m a t e r i a l i n t h e s e ba n d s w a s h y d r o l y z e d b y m e t h a n o l i c a m m o n i a t o y i e l d
t h e c o r r e s p o n d i n g c i s a n d t r a n s d i o l s . T h e s e r e a c t i o n p r o d u c t s w e r e s a v e d f o r a n a l y s i s
by H P L C a n d N M R .
R e m a i n i n g C P P m o i e t i e s : I n a d d i t i o n t o t h e a b o v e c o m p o u n d s , s t a n d a r d s a l s o
i n c l u d e d 3 - o x o - C P P a n d 4 - o x o - C P P a s w e l l a s t h e d i a s t e r e o m e r i c m i x t u r e o f t r a n s - C P P -
N - d G u o a d d u c t s . S y n t h e s i s m e t h o d s f o r t h e s e c o m p o u n d s a r e p u b l i s h e d e l s e w h e r e .
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R e s u l t s :
D u r i n g t h i s p r o je c t t h r e e d i f f e r e r i t m e t h o d s w e r e u t i l i z e d i r i a n e f f o r t t o
p r o d u c e c h a r a c t e r i z a b l e C P P a d d u c t s . T h e y w e r e : 1) d i r e c t r e a c t i o n o f C P P - o x i d e
w i t h c a l f t h y n i u s D N A , 2 ) d i r e c t r e a c t i o n o f C P P - 3 , 4 - o x i d e w i t h i n d i v i d u a l
n u c l e o s i d e s o r n u c l e o t i d e s , a n d 3 ) i n v i t r o m i c r o s o m a l m e t a b o l i s m a n d a c t i v a t i o n
o f C P P i n t h e p r e s e n c e o f c a l f t h y m u s D N A . I n t h e p r o c e s s , a n e f f e c t i v e m e t h o d
f o r i s o l a t i o n a n d c h a r a c t e r i z a t i o n o f C P P - d e r i v e d D N A a d d u c t s w a s t o b e
d e v e l o p e d t o d e t e r m i n e a d d u c t s t r u c t u r e i n a l l t h r e e s y s t e m s .
R e a c t i o n o f C P P - 3
,
4 - o x i d e w i t h c a l f t h y m u s D N A :
O u r m o s t p r o m i s i n g r e s u l t s w e r e a c h i e v e d b y r e a c t i n g C P P - 3 , 4 - o x i d e w i t h
i n t a c t c a l f t h y m u s D N A . H P L C a n a l y s i s o f t h e n - b u t a n o l e x t r a c t e d D N A d i g e s t
sh o w e d a n u m b e r o f s i g n i f i c a n t p e a k s . A s d e n o t e d i n f i g u r e 1 1 , t h e m a jo r p e a k s
o f i n t e r e s t w e r e d e s i gn a t e d a s p e a k s 1 t h r o u gh 7 a n d w e r e c o l l e c t e d f o r f u r t h e r
c h a r a c t e r i z a t i o n .
P e a k 1 : T h e f i r s t l a r g e p e a k , d e s i gn a t e d a s p e a k 1 , e l u t e d n e a r e s t t h e
s o l v e n t f r o n t a n d w a s c o m p r i s e d p r im a r i l y o f u n a d d u c t e d n u c l e o s i d e s . T h e
m a t e r i a l i n t h i s p e a k w a s c o l l e c t e d , r e c o n c e n t r a t e d a n d r u n o n a g r a d i e n t s
be t w e e n 1 0% a n d 5 0 % m e t h a n o l i n o r d e r t o c o n f i r m t h e e f f e c t i v e n e s s o f t h e
d i ge s t i o n s t e p s a n d t o v e r i f y t h a t n o p o t e n t i a l a d d u c t p e a k s w e r e e l u t i n g n e a r t h e
s o l v e n t f r o n t . S t o p
- f l o w U V s p e c t r a a n d c o m p a r a t i v e c h r o m a t o g r a p h y w i t h
a u t h e n t i c s t a n d a r d s c o n f i r m e d t h e p r e s e n c e o f a l l f o u r m a jo r d e o x y n u c l e o s i d e s
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a n d t h e a b s e n c e o f a n y p y r e n e c h r o m o p h o r e . N o o t h e r s i g n i f i c a n t c o m p o n e n t s
w e r e d e t e c t e d i n p e a k 1 .
P e a k s 2 a & 2 b : T h e s e c o n d p e a k a c t u a l l y c o n s i s t e d o f a s e t o f t w o
u n r e s o l v a b l e p e a k s e l u t i n g b e t w e e n a b o u t 6 6 % a n d 6 8 % m e t h a n o l , w i t h H P L C
r e t e n t i o n t im e s o n o u r s y s t e m o f 1 9 . 0 a n d 1 9 . 2 m i n u t e s . T h e s e p e a k s w e r e l a b e l e d
a s 2 a a n d 2 b , r e s p e c t i v e l y . T h e m a t e r i a l i n t h e s e p e a k s w a s i s o l a t e d a n d
r e p e a t e d l y c o l l e c t e d f o r U V a n d N M R a n a l y s i s . A t t e m p t s a t s e p a r a t i n g 2 a f r o m
2 b u s i n g p r o l o n g e d H P L C g r a d i e n t s , l a r ge r c o l u m n s a n d b u f f e r e d m o b i l e p h a s e s
w e r e u n s u c c e s s f u l . A s a r e s u l t , a l l a n a l y s e s w e r e c a r r i e d o u t o n b o th p e a k s i n
c o m b i n a t i o n .
U V a b s o r b a n c e : U V a n a l y s i s b e t w e e n 4 5 0 a n d 2 0 0 n m p r o d u c e d a r e d -
s h i f t e d p y r e n e
- l i k e s p e c t r u m , i n d i c a t i v e o f a C P P d e r i v a t i v e o x i d i z e d a t t h e
e t h e n o b r i d g e (s e e f i g u r e 1 2 a ) .
N M R r e s u l t s : S u c c e s s f u l p r o t o n N M R w a s a c h i e v e d b y r u n n i n g t h e
s a m p l e o v e r n i g h t (a p p r o x im a t e l y 1 7 h o u r s ). T h e r e s u l t a n t s p e c t r u m w a s
i n d i c a t i v e o f a d i a s t e r e o m e r i c m i x t u r e o f t r a n s - C P P - N ^ - d G u o a d d u c t s (f i gu r e
1 2 b) . F i gu r e 1 2 b a l s o i n c l u d e s a n e x p a n s i o n o f t h e a r o m a t i c r e g i o n o f t h i s
s p e c t r u m , w i t h t e n t a t i v e s i g n a l a s s i gn m e n t s . F o r m o s t o f t h e p y r e n e p r o t o n s ,
s i gn a l s v e r y p o s s i b l y m i gh t a p p e a r i d e n t i c a l f o r e a c h o f t h e t w o t r a n s
d i a s t e r e o m e r s . T h e m o s t p l a u s i b l e e x c e p t i o n s t o t h i s w o u l d b e th e C 5 a n d C 2
p r o t o n s , w h i c h m i gh t b e a f f e c t e d d i f f e r e n t l y d e p e n d i n g o n t h e a b s o l u t e
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s t e r e o c h e m i c a l c o n f o r m a t i o n o f t h e a t t a c h n i e n t s t o t h e n e a r b y C 3 , C 4 e t h e n o
b r i d g e .
W e h a v e d e s i gn a t e d t h e m o s t d o w n f i e l d d o u b l e t a s t h a t b e l o n g i n g t o t h e
p r o t o n a t t h e C 6 p o s i t i o n . I t s s p l i t t i n g w o u l d a r i s e f r o m t h e n e a r b y C 7 p r o t o n ,
w h i l e i t s d o w n f i e l d s h i f t w o u l d a r i s e f r o m i t s l o c a t i o n o n a h i g h l y a r o m a t i c a p i c a l
r i n g o f C P P . T h e i n t e g r a l o f o n e i s a r b i t r a r y ; t h i s s i g n a l s h o u l d a c t u a l ly r e p r e s e n t
i d e n t i c a l C 6 s i gn a l s f r o m e a c h o f t h e t w o d i a s t e r e o m e r s .
T h e n e x t t w o u p f i e l d d o u b l e t s a r e c l o s e l y a s s o c i a t e d a n d a r e b e l i e v e d t o
c o r r e s p o n d t o t h e s i g n a l s f r o m t h e C I a n d C 8 p r o t o n s . T h e s e t w o p r o t o n s a r e
v e r y s i m i l a r i n t h e i r e l e c t r o n i c e n v i r o n m e n t . T h e y e a c h h a v e p r o t o n n e i g h b o r s o n
a d ja c e n t c a r b o n s g i v i n g r i s e t o t h e i r s p l i t t i n g c h a r a c t e r i s t i c s a n d t h e y a r e
r e l a t i v e l y d i s t a n t f r o m t h e c y c l o p e n t a r e g i o n , w h i c h w o u l d m i n im i z e i n t e r f e r e n c e
f r o m a t t a c h e d n u c l e o s i d e s . T h e C I a n d C 8 p r o t o n s i g n a l s c o u l d be s im i l a r f o r
b o t h e n a n t i o m e r s , s o t h e i n t e g r a l v a l u e o f 2 m i gh t r e a s o n a b l y c o r r e s p o n d t o t h e
s u m o f tw o s i gn a l s f r o m e a c h o f th e d i a s t e r e o m e r s .
T h e l a r g e s i n g l e t s e e n i n th e m i d d l e o f t h e a r o m a t i c g r o u p o f pe a k s h a s
b e e n a s s i g n e d t o t h e K - r e g i o n C 9 a n d C l O p r o t o n s . T h e s e p r o t o n s a r e n e a r l y
i d e n t i c a l a n d g i v e r i s e t o a l a r g e s i n g l e t f o r t h e p a r e n t c o m p o u n d a n d m o s t C P P
d e r i v a t i v e s . A g a i n , t h e i n t e g r a l o f 2 c o r r e s p o n d s t o t h e s u m o f t h e C 9 a n d C l O
p r o t o n s i gn a l f r o m e a c h d i a s t e r e o m e r .
T h e r e m a i n i n g s i g n a l s w e r e s o m e w h a t m o r e d i f f i c u l t t o d e c i p h e r a s t h e y
l i k e l y i n c l u d e d s i g n a l s f r o m t h e C 2 a n d C 5 p r o t o n s . U n l i k e t h o s e s i g n a l s a r i s i n g
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f r o m m a n y o f t h e o t h e r p y r e n e p r o t o n s , t h e C 2 a n d C 5 p r o t o n s i gn a l s w e r e
t h o u gh t t o b e u n i q u e f o r e a c h o f t h e e n a n t i o m e r s . W e i n t e r p r e t e d t h e f i r s t g r o u p
o f s i g n a l s a pp e a r i n g b e t w e e n 8 . 0 6 a n d 8 . 1 1 p p m a s a s i n g l e t a n d t w o o v e r l a p p i n g
d o u b l e t s . T h e d o u b l e t s a r e a s c r i b e d t o t h e C 2 p r o t o n s f r o m e a c h d i a s t e r e o m e r .
W h i l e t h e s i n g l e t c o u l d b e d u e t o t h e C 5 p r o t o n o n C P P , t h i s s i g n a l w o u l d b e
m o r e l i k e l y t o a p p e a r a t d i f f e r e n t c h e m i c a l s h i f t v a l u e s f o r e a c h d i a s t e r e o m e r a n d
t h e r e f o r e t h e a p p a r e n t s i n g l e t h a s be e n a s s i gn e d t o t h e C 8 p r o t o n o f d G u o . We
f o u n d th e t w o p e a k s b e t w e e n 7 . 9 7 a n d 8 . 0 0 t o b e m o r e p l a u s i b l e c a n d i d a t e s f o r
t h e C 5 p r o t o n s . T h e r e l a t i v e s i z e o f t h e t w o s i n g l e t s c o r r e l a t e s w e l l w i t h t h e s i z e
o f t h e r e s p e c t i v e H P L C p e a k s a n d th e C 5 s i gn a l s w o u l d b e l i k e l y t o a p p e a r
f a r t h e s t u p f i e l d a s t h e C 5 p r o t o n s a r e t h e l e a s t a r o m a t i c o f t h e n o n - e t h e n o b r i d g e
C P P p r o t o n s .
W e p o s t u l a t e t h a t t h e s i n g l e t s e e n i n th e r e g i o n o f t h e C 2 p r o t o n s i s t h a t o f
t h e C 8 p r o t o n o n d e o x y g u a n o s i n e . T h i s s i g n a l s h o u l d a p p e a r a s a s i n g l e t a n d t h e
s i g n a l w o u l d b e i d e n t i c a l f o r e a c h o f t h e t w o t r a n s
- C P P - d G u o a d d u c t s .
T h e r em a i n i n g g r o u p o f p e a k s a p p e a r s t o b e a t r i p l e t a r i s i n g f r o m t h e C 7
p r o t o n s o f t h e t w o e n a n t i o m e r s , a l t h o u gh i t i s c o n c e i v a b l e t h a t t h e s i gn a l c o u l d
be a d o u b l e t o f d o u b l e t s d u e i n s t e a d t o t h e t w o C 2 p r o t o n s i g n a l s , i n w h i c h c a s e
t h e C 7 p r o t o n t r i p l e t w o u l d b e f o u n d n e x t t o , a n d p a r t i a l l y o b s c u r e d b y , t he
d e o x y g u a n o s i n e C 8 p r o t o n s i n g l e t .
T h e r e m a i n i n g u p f i e l d p o r t i o n o f t h e s p e c t r u m i s m o r e d i f f i c u l t t o
i n t e r p r e t d u e i n p a r t t o t h e l o w c o n c e n t r a t i o n o f t h e c o m p o u n d s a n d t h e
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c o m p a r a t i v e l y l a r g e s o l v e n t a n d w a t e r p e a k s . U n f o r t u n a t e l y , a n u m b e r o f t h e
s u g a r p r o t o n s i g n a l s a r i s in g f r o m d e o x y g u a n o s i n e a r e o b s c u r e d b y t h e D M SO
a n d w a t e r s i g n a l s . N M R p e r f o r m e d o n s y n t h e t i c d e o x y g u a n o s i n e a i d e d i n
m a k i n g d e o x y r i b o s e p e a k a s s i gn m e n t s f o r t h i s m a t e r i a l . T h e p r o t o n s o n t h e C 3 -
C 4 b r i d g e o f t h e c y c l o p e n t a g r o u p h a v e c h e m i c a l s h i f t s b e tw e e n 5 a n d 6 p p n i f o r
t h e s y n t h e t i c a d du c t s t a n d a r d , a n d t h e r e d o e x i s t p e a k s i n th i s s a m e r e g i o n i n t h e
s p e c t r u m f o r p e a k s 2 a & 2 b , b u t a n y a t t e m p t s a t s i g n a l i d e n ti f i c a t i o n a t t h i s p o i n t
w o u l d b e s p e c u l a ti v e . C o m p a r i s o n b e t w e e n t h i s N M R s p e c t r u m a n d t h a t
p r o d u c e d b y t h e s y n t h e ti c N
-^ - d e o x y g u a n o s i n e a d d u c t s w e r e v e r y s i m i l a r , w i t h
d i f f e r e n c e s t h a t w e r e l i k e l y c a u s e d b y th e w i d e d i f f e r e n c e i n s a m p l e
c o n c e n t r a ti o n .
C O SY a n a l y s i s o f t h i s m a t e r i a l w a s a t t e m p t e d , b u t p r o v e d u n s u c c e s s f u l .
F u r t h e r a n a l y s i s o f t h e N MR r e s u l t s w i l l b e u n d e r t a k e n i n t h e d i s c u s s i o n s e c ti o n .
M a s s s p e c t r o m e t r y r e s u l t s : U s i n g p o s i ti v e i o n - m o d e e l e c t r o s p r a y - m a s s
s p e c t r o m e t r y (E S - M S) w e w e r e a b l e t o ge n e r a t e a m a s s s p e c t r u m o f t h e m a t e r i a l
i n p e a k s 2 a & 2 b (f i gu r e 1 2 c ). T h e r e s u l t s v e r i f y t h e p r e s e n c e o f a C P P -
d e o x y g u a n o s i n e a d d u c t . U n d e r h i g h f r a g m e n t a ti o n c o n d i ti o n s , s i g n a l s w e r e s e e n
c o r r e s p o n d i n g t o t h e s o d i a t e d a n d p r o t o n a t e d f o r m s o f t h e a d d u c t (m / z = 5 3 2
a n d 5 1 0 ), t h e a d d u c t f o l l o w i n g l o s s o f t h e d e o x y r i b o s e s u ga r (m / z = 3 9 4 ) a n d
C P P f o l l o w i n g l o s s o f d e o x y g u a n o s i n e (m / z = 2 4 3 ) . I n a d d i ti o n , t h e r e i s a
s i gn i f i c a n t s i gn a l a t m / z = 3 7 6, s u g ge s ti n g t h e p r e s e n c e o f a d G - C P P a d d u c t
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m i n u s a d e o x y r i b o s e a n d w a t e r g r o u p . T h i s f r a g m e n t a t i o n p a t t e r n i s i d e n t i c a l t o
t h a t s e e n w i t h t h e s y n t h e t i c t r a n s a d d u c t d i a s t e r e o m e r s .
O r i g i n a l l y , p e a k s 2 a & 2 b w e r e t h o u gh t t o be o u r m o s t p r o m i s i n g a d d u c t
p e a k s s i n c e t h e y c o n s i s t e n t l y c o e l u t e d w i t h t h e d i a s t e r e o m e r i c t r a n s
- C F F - N -
d G u o a d d u c t s p r e v i o u s l y s y n t h e s i z e d i n o u r l a b o r a t o r y . I n a d d i t i o n , t h e U V
a b s o r b a n c e p a t t e r n b e t w e e n 4 50 a n d 2 0 0 n m w a s i d e n t i c a l t o t h a t o f t h e s t a n d a r d .
Th r o u gh t h e u s e o f N M R a n d E S
- M S t e c h n i q u e s w e w e r e a b l e t o c o n f i r m t h e
i d e n t i t y o f t h i s m a t e r i a l a s t h e d i a s t e r e o m e r i c t r a n s - C P P - N - dG u o m i x t u r e .
P e a k s 3
,
a n d 4 a & 4 b : A g r o u p o f f o u r p e a k s e l u t e d b e tw e e n 2 0 . 2 a n d 2 1 . 2
m i n u t e s , be t w e e n a p p r o x im a t e l y 6 8 % a n d 7 2 % m e t h a n o l . O r i g i n a l l y t h e s e p e a k s
w e r e c o l l e c t e d t o ge t h e r b u t s e c o n d a r y H P L C p e r m i t t e d t h e i s o l a t i o n o f t h e f i r s t
a n d l a s t p e a k (p e a k s 3 a n d 5 ), w h i l e t h e t w o m i d d l e p e a k s (p e a k s 4 a & 4 b )
u l t i m a t e l y p r o v e d u n r e s o l v a b l e b y H P L C m e t h o d s . S t o p - f l o w U V a n a l y s i s
b e t w e e n 4 5 0 a n d 2 0 0 n m p r o v i d e d i d e n t i c a l r e d s h i f t e d p y r e n e - l i k e s p e c t r a f o r a l l
f o u r p e a k s (s e e f i g u r e s 13 a , 14 a , a n d 1 5 a ). A l l p e a k m a t e r i a l w a s r e p e a t e d l y
c o l l e c t e d a n d s t o r e d a t - 8 0
°
C f o r N MR a n d M S a n a l y s i s .
O w i n g t o i t s r e l a t i v e l y l o w y i e l d , l im i t e d i n f o r m a t i o n w a s o b t a i n e d f r o m
p e a k 3 . S u c c e s s f u l U V a b so r b a n c e s p e c t r a w e r e g e n e r a t e d (f i gu r e 1 3 a ), b u t
n e i t h e r N M R n o r E S - M S a n a l y s i s w a s a t t e m p t e d o n t h i s s a m p l e . O n t h e o t h e r
h a n d
,
s u c c e s s f u l a n a l y s i s b y N M R w a s u n d e r t a k e n o n p e a k s 4 a & 4 b . T h e
r e s u l t a n t s p e c t r a s e em e d t o i n d i c a t e t h e p r e s e n c e o f t w o d i s t i n c t c o m p o u n d s
m a k i n g s i gn a l a s s i g n m e n t s p r o b l e m a t i c , bu t n e v e r t h e l e s s p r o m i s i n g m i d f i e l d
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s i g n a l p a t t e r n s s u g g e s t e d th e p r e s e n c e o f d e o x y r i b o n u c l e o s i d e r e s i d u e s (f i g u r e
1 4 b ) . E S- M S a t t e m p t e d o n th i s p e a k m a t e r i a l w a s i n c o n c l u s i v e . W h i l e t h e
f r a gm e n t a t i o n p a t t e r n t h a t a r o s e w a s s im i l a r t o t h a t s e e n w i t h o t h e r C P P
a d d u c t s , n o p o s s i b l e a d d u c t s t r u c t u r e s c o u l d b e d e t e r m i n e d f r o m t h e m o l e c u l a r
w e i g h t s o f t h e i o n s s e e n .
P e a k 5 : U s i n g a c o n s t a n t 7 0 % m e th a n o l m o b i l e p h a s e , c o m p l e t e i s o l a t i o n
o f t h e m a t e r i a l i n p e a k 5 w a s a c h i e v e d . T h i s p e a k w a s t h e m o s t a b u n d a n t C P P -
D N A a d d u c t r e a c t i o n p r o d u c t .
U V a b s o r b a n c e : A s s h o w n i n f i g u r e 1 5 a , t h e U V a b s o r b a n c e s p e c t r u m f o r
t h i s c o m p o u n d i s e s s e n t i a l l y i d e n t i c a l t o t h a t o f p e a k s 2 - 4 . I t a l s o i s i d e n t i c a l t o
t h a t o f t h e t r a n s - C P P - N
^
- d G u o a d d u c t s t a n d a r d , a s w e l l a s s y n t h e s i z e d C P P
- 3
,
4 -
d i h y d r o d i o l s t a n d a r d s .
N M R r e s u l t s : U n l i k e t h e N M R s p e c t r u m f o r p e a k 4 a & 4 b , t h e
^
H - N M R
s p e c t r u m f o r p e a k 5 w a s r e l a t i v e l y c l e a n a n d c o n d u c i v e t o i n t e r p r e t a t i o n (f i g u r e
1 5b ) . W e w e r e a l s o a b l e t o o b t a i n a n i n t e r p r e t a b l e C O SY H - N M R s p e c t r u m f o r
t h i s c o m p o u n d , w h i c h a i d e d i n m a k i n g a c c u r a t e p e a k a s s i gn m e n t s (f i g u r e s 1 5 c ,
1 5 d ) . A l l p e a k a s s i g n m e n t s a p p e a r i n f i gu r e 1 5 b , w i t h c o u p l i n g p a t t e r n s
d e t e r m i n e d t h r o u gh C O SY N M R a n a l y s i s a p p e a r i n g i n T a b l e 1 . A s w i t h t h e
s p e c t r u m f o r p e a k s 2 a & 2 b , t h e a r o m a t i c r e g i o n i n t e g r a t e d t o n i n e p r o t o n s , e i gh t
o f w h i c h a r e a t t r i b u t a b l e t o t h e p r o t o n s o n t h e p y r e n e p e r i p h e r y a n d o n e s i n g l e t
d u e t o t h e p r e s e n c e o f a n a d d i t i o n a l n o n - C P P - d e r i v e d a r o m a t i c p r o t o n . A s a n a i d
f o r t h e d e t e r m i n a t i o n o f s t e r e o c h em i c a l c o n f o r m a t i o n
,
c o u p l i n g c o n s t a n t s
4 8
b e t w e e n t h e e t h e n o b r i d g e p r o t o n s w e r e m e a s u r e d f o r t h i s c o m p o u n d u s i n g t h e
N U T S s o f t w a r e p r o g r a m . T h i s e v i d e n c e w i l l b e p r e s e n t e d i n g r e a t e r d e t a i l i n t h e
d i s c u s s i o n s e c t i o n .
M S r e s u l t s : E S- M S i n d i c a t e d t h e p r e s e n c e o f a C P P - d e o x y g u a n o s i n e
a d d u c t (f i g u r e 1 5 e ) . T h e s a m e p a t t e r n s e e n w i t h th e m a t e r i a l f r o m p e a k s 2 a & 2 b
w a s s e e n h e r e , e x c e p t f o r t h e a bs e n c e o f t h e s i g n a l a t 3 6 0 m / z u n i t s , s u g g e s t i n g
t h a t l o s s o f w a t e r w a s n o t o c c u r i n g r e a d i l y d u r i n g f r a gm e n t a t i o n o f t h i s
c o m p o u n d . A g a i n , t h e 5 1 0 m / z s i g n a l c o r r e s p o n d s t o t h e p r o t o n a t e d i o n o f t h e
C P P - d G u o a d d u c t w h i l e 5 3 2 m / z a r i s e s f r o m t h e s o d i a t e d f o r m .
P e a k 6 : A s i gn if i c a n t a d d u c t p e a k d e s i gn a t e d a s p e a k 6 e l u t e d a t a b o u t
2 6 . 7 m i n u t e s o r a t a r o u n d 8 2 % m e t h a n o l . T h i s m a t e r i a l i n t h i s p e a k w a s c o l l e c t e d
r e p e a t e d l y a n d s t o r e d a t
- 8 0
°
C f o r N MR a n a l y s i s .
U V a b s o r b a n c e : T h e U V a b s o r b a n c e s p e c t r u m b e t w e e n 4 5 0 a n d 2 0 0 n m
w a s i d e n t i c a l t o t h e s p e c t r u m s e e n w i t h p e a k s 2 - 5 , a p p e a r i n g w i th r e d s h i f t e d
p y r e n e
- l i k e c h a r a c t e r i s t i c s . T h e a b s o r b a n c e s p e c t r u m a p p e a r s i n f i gu r e 1 6 a .
N M R r e s u l t s : E x c e l l e n t N M R r e s u l t s w e r e o b t a i n e d f o r p e a k 6 (s e e f i g u r e
1 6 b) . S e v e r a l i n t e r e s t i n g f e a t u r e s c a n b e o b s e r v e d i n t h e s p e c t r u m o f t h i s
c o m p o u n d . U n l i k e t h e m a t e r i a l i n p e a k s 2 a & 2 b a n d 5, t h e a r o m a t i c r e g i o n f o r
p e a k 6 s h o w e d a n u m b e r o f n o n - p y r e n e - d e r i v e d s i gn a l s . I n t h e a r o m a t i c r e g i o n
t h e u p f i e l d d o u b l e t a t 7 . 4 5 p p m a n d a t l e a s t t w o a d d i t i o n a l b r o a d s i n g l e t s
be t w e e n 8 . 4 a n d 8 . 5 p p m s u g g e s t e d a d e o x y a d e n o s i n e d e r i v e d a d d u c t . T h e t w o
b r o a d s i n g l e t s a b o v e 8 p p m a r e d u e t o th e p r o t o n s i g n a l s f r o m r i n g c a r b o n s (C 2
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b e t w e e n t h e e t h e n o b r i d g e p r o t o n s w e r e m e a s u r e d f o r t h i s c o m p o u n d u s i n g t h e
N U T S s o f t w a r e p r o g r a m . T h i s e v i d e n c e w i l l b e p r e s e n t e d i n g r e a t e r d e t a i l i n t h e
d i s c u s s i o n s e c t i o n .
M S r e s u l t s : E S- M S i n d i c a t e d t h e p r e s e n c e o f a C P P - d e o x y g u a n o s i n e
a d d u c t (f i g u r e 1 5 e ). T h e s a m e p a t t e r n s e e n w i t h t h e m a t e r i a l f r o m p e a k s 2 a & 2 b
w a s s e e n h e r e
,
e x c e p t f o r t h e a b s e n c e o f t h e s i g n a l a t 3 6 0 m / z u n i t s , s u g g e s t i n g
t h a t l o s s o f w a t e r w a s n o t o c c u r i n g r e a d i l y d u r i n g f r a gm e n t a t i o n o f t h i s
c o m p o u n d . A g a i n , t h e 5 1 0 m / z s i g n a l c o r r e s p o n d s t o t h e p r o t o n a t e d i o n o f t h e
C P P - d G u o a d d u c t w h i l e 5 3 2 m / z a r i s e s f r o m t h e s o d i a t e d f o r m .
P e a k 6 : A s i g n i f i c a n t a d d u c t p e a k d e s i gn a t e d a s p e a k 6 e l u t e d a t a b o u t
2 6 . 7 m i n u t e s o r a t a r o u n d 8 2 % m e th a n o l . T h i s m a t e r i a l i n t h i s p e a k w a s c o l l e c t e d
r e p e a t e d l y a n d s t o r e d a t - 8 0
°
C f o r N M R a n a l y s i s .
U V a b s o r b a n c e : T h e U V a b s o r b a n c e s p e c t r u m b e t w e e n 4 5 0 a n d 2 0 0 n m
w a s i d e n t i c a l t o t h e s p e c t r u m s e e n w i t h p e a k s 2 - 5 , a p p e a r i n g w i t h r e d s h i f t e d
p y r e n e
- l i k e c h a r a c t e r i s t i c s . T h e a b s o r b a n c e s p e c t r u m a p p e a r s i n f i g u r e 1 6 a .
N M R r e s u l t s : E x c e l l e n t N M R r e s u l t s w e r e o b t a i n e d f o r p e a k 6 (s e e f i gu r e
1 6 b) . Se v e r a l i n t e r e s t i n g f e a t u r e s c a n b e o b s e r v e d i n t h e s p e c t r u m o f t h i s
c o m p o u n d . U r J i k e t h e m a t e r i a l i n p e a k s 2 a & 2 b a n d 5 , t h e a r o m a t i c r e g i o n f o r
p e a k 6 s h o w e d a n u m b e r o f n o n - p y r e n e - d e r i v e d s i gn a l s . I n t h e a r o m a t i c r e g i o n
t h e u p f i e l d d o u b l e t a t 7 . 4 5 p p m a n d a t l e a s t t w o a d d i t i o n a l b r o a d s i n g l e t s
b e t w e e n 8 . 4 a n d 8 . 5 p p m s u g ge s t e d a d e o x y a d e n o s i n e d e r i v e d a d d u c t . T h e t w o
b r o a d s i n g l e t s a b o v e 8 p p m a r e d u e t o t h e p r o t o n s i g n a l s f r o m r i n g c a r b o n s (C 2
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a n d C 8) o f d e o x y a d e n o s i n e , t h e b r o a d u p f i e l d d o u b l e t i s d u e t o t h e e x o c y c l i c N
p r o t o n s , w h i l e m a n y o f t h e u p f i e l d s i g n a l s w o u l d c o r r e s p o n d t o n u c l e o s i d e s u g a r
p r o t o n s i gn a l s . We h a v e m a d e t e n t a t i v e p e a k a s s i gn m e n t s b a s e d p a r t l y o n o u r
k n o w l e d g e o f c h e m i c a l s h i f t v a l u e s f o r n u c l e o s i d e s u g a r p r o t o n s a n d p a r t l y o n
r e s u l t s f r o m C O SY N M R a n a l y s i s (n o t s h o w n ). C o u p l i n g c o r i s t a n t s b e t w e e n t h e
e t h e n o b r i d g e p r o t o n s w e r e a l s o d e t e r m i n e d a n d w i l l b e p r e s e n t e d i n t h e
d i s c u s s i o n s e c t i o n .
M S r e s u l t s : S u c c e s s f u l a n a l y s i s b y E S- M S c o n f i r m e d t he i d e n t i t y o f t h i s
c o m p o u n d a s t h a t o f a d e o x y a d e n o s i n e a d d u c t o f C P P . A s s h o w n i n f i gu r e 1 6 c ,
t h e m a i n s i gn a l a t 4 9 4 m / z c o r r e s p o n d s t o t h e p r o t o n a t e d i o n o f C P P - N
^
- d A d o ,
w h i l e t h e s i gn a l s a t 3 78 , 3 6 0 a n d 24 3 m / z c o r r e s p o n d t o l o s s o f d e o x y r i b o s e ,
d e o x y r i bo s e a n d w a t e r , a n d d e o x y a d e n o s i n e . T h e p e a k a t 5 1 6 m / z c o r r e s p o n d s
t o t h e s o d i a t e d f o r m o f t h e C P P - d A d o a d d u c t .
P e a k 7 : T h e l a s t r e m a i n i n g p e a k o f i n t e r e s t , d e s i gn a t e d a s p e a k 7, e l u t e d
f r o m t h e H P L C c o l u m n a t 3 2
. 5 m i n u t e s . T h i s p e a k c o - e l u t e d w i t h s y n t h e t i c 4 - o x o
C P P k e t o n e a n d s h o w e d a U V a b s o r b a n c e p a t t e r n i d e n t i c a l t o t h i s s t a n d a r d (s e e
f i g u r e 1 7 a ). N M R a n a l y s i s c o n f i r m e d t h a t t h i s c o m p o u n d w a s i n d e e d t h e 4 - o x o
C P P c o m p o u n d (s e e f i g u r e s 1 7b a n d 1 7c f o r a c o m p a r i s o n ). T h i s C P P d e r i v a t i v e
i s t h e m a i n r e a r r a n g e m e n t p r o d u c t o f C P P - 3 , 4 - o x i d e i n a q u e o u s s y s t em s a n d
w o u l d b e e x p e c t e d w i t h i n c o m p l e t e e x t r a c t i o n o f t h e i n i t i a l r e a c t i o n m i x t u r e b y
e t h y l a c e t a t e . A l a r ge p e a k w i t h a n i d e n t i c a l r e t e n t i o n t im e a l s o w a s s e e n b y
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H P L C a n a l y s i s o f t h e e t h y l a c e t a t e e x t r a c t o f t h e C P P
- o x i d e / D N A r e a c t i o n a n d i n
b l a n k s c o n t a i n i n g o n l y C P P
- o x i d e b r e a k d o w n p r o d u c t s .
A n a l y s i s o f B l a n k s a n d R e a c t i o n E x t r a c t s :
A l l o t h e r p h a s e s a n d e x t r a c t s w e r e a l s o a n a l y z e d b y H P L C t o c o n f i r m th e
e f f e c t i v e n e s s o f t h e e x t r a c t i o n a n d D N A d i g e s t i o n s t e p s . A n a l y s i s o f t h e e t h y l
a c e t a t e e x t r a c t s g a v e a l a r g e p e a k a t 3 2 . 5 m i n u t e s , c o r r e s p o n d i n g t o t h e m a i n
r e a r r a n g e m e n t p r o d u c t , 4 - o x o C P P . H P L C a n a l y s i s o f t h e b u t a n o l - e x t r a c t e d
a q u e o u s p h a s e s s h o w e d t h e p r e s e n c e o f f o u r l a r g e n u c l e o s i d e p e a k s w h i c h c o
-
e l u t e d w i t h n u c l e o s i d e s t a n d a r d s .
A s a s e c o n d a r y t o o l t o i d e n t i f y th e m a j o r C PP - o x i d e r e a r r a n ge m e n t
p r o d u c t s , t h e c o m p o u n d w a s s t i r r e d i n 5 0 % m e t h a n o l / 5 0 % w a t e r f o r a t l e a s t
t h r e e h o u r s w i t h t h e r e s u l t a n t p r e c i p i t a t e r e d i s s o l v e d a n d a n a l y z e d b y H P L C . A s
e x p e c t e d , t h e l a r g e s t p e a k w a s s e e n a t 3 2 . 5 m i n u t e s , bu t s m a l l e r p e a k s a l s o
a p p e a r e d w i t h r e t e n t i o n t i m e s s i m i l a r t o t h e c i s a n d t r a n s C P P d i h y d r o d i o l
i s o m e r s .
W h e n e v e r C P P - o x i d e / D N A r e a c t i o n s w e r e u n d e r t a k e n , c o r r e s p o n d i n g
b l a n k s w e r e a l s o a n a l y z e d . I n t h e c a s e s w h e r e C P P - o x i d e w a s a d d e d t o t h e
r e a c t i o n v e s s e l w i t h o u t D N A
,
e x t r e m e l y e f f i c i e n t e x t r a c t i o n b y e t h y l a c e t a t e
r e s u l t e d i n n o d e t e c t a b l e C P P - o x i d e b e i n g p r e s e n t i n t h e f i n a l b u t a n o l e x t r a c t s . I n
c a s e s w h e r e C P P - o x i d e w a s a b s e n t a n d t h e D N A w a s r e a c t e d w i t h D MSO , a
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l a r g e p e a k c o m p r i s e d o f u n a d d u c t e d n u c l e o s i d e s c o u l d b e d e t e c t e d a t t h e s o l v e n t
f r o n t
,
bu t n o p e a k s w i t h l o n ge r r e t e n t i o n t im e s w e r e s e e n .
R e a c t i o n s B e t w e e n C P P - 3 , 4 - o x i d e a n d I n d i v i d u a l N u c l e o s i d e s & N u c l e o t i d e s :
U s i n g m e t h o d s s im i l a r t o t h o s e e m p l o y e d d u r i n g t h e r e a c t i o n o f c a l f
t h ym u s D N A a n d C P P - o x i d e , a t t e n i p t s w e r e m a d e t o s y n t h e s i z e m e a s u r a b l e
a d d u c t s u s i n g a l l f o u r i n d i v i d u a l n u c l e o s i d e s a n d t h e 5
'
- m o n o p h o s ph a t e
n u c l e o t i d e o f d e o x y g u a n o s i n e . N o d e t e c t a b l e a d d u c t s c o u l d b e ge n e r a t e d d u r i n g
r e p e a t e d a t t e m p t s . S i g n i f i c a n t H P L C p e a k s w e r e i d e n t i f i e d a s b r e a k d o w n
p r o d u c t s o f C P P
- o x i d e .
A c t i v a t i o n o f C P P a n d r e a c t i o n w i t h D N A :
A t t e m p t s a t e s t a b l i s h i n g c o n d i t i o n s u n d e r w h i c h t h e p a r e n t c o m p o u n d ,
C P P , c o u l d b e m e t a b o l i z e d t o a r e a c t i v e c o m p o u n d c a p a b l e o f b i n d i n g t o D N A
d i d n o t y i e l d s u f f i c i e n t q u a n t i t i e s o f a d d u c t s t o g i v e i d e n t i f i a b l e H P L C p e a k s .
E x t r a c t s o f C P P m e t a b o l i s m r e a c t i o n s g a v e H P L C s p e c t r a w i t h m u l t i p l e p e a k s ,
s u gg e s t i n g m e t a b o l i c t r a n s f o r m a t i o n . H o w e v e r , a d d i t i o n o f D N A a n d
su b s e q u e n t a t t e m p t s t o s y n t h e s i z e s i g i u f i c a n t a m o u n t s o f a d d u c t s s e e m t o h a v e
b e e n u n s u c c e s s f u l .
S y n t h e s i s o f m e t a b o l i t e a n d a d d u c t s t a n d a r d s :
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A s p a r t o f t h e a t t e m p t a t p o s i t i v e l y i d e n t i f y i n g p r o m i s i n g C P P -
o x i d e / D N A r e a c t i o n p r o d u c t s , b o t h C P P m e t a b o l i t e s a n d C P P a d d u c t s w e r e
s y n t h e s i z e d f o r a n a l y s i s .
C P P - d G u o : T h e f r a n s - C P P - N ^ - d G u o d e o x y g u a n o s i n e a d d u c t o f C P P i s
t h o u g h t t o b e a m a j o r a d d u c t f o r m e d b e t w e e n a c t i v a t e d C P P a n d c e l l u l a r D N A .
T h e p u b l i s h e d m e t h o d f o r s y n th e s i s o f t h i s c o m p o u n d a c t u a l l y p r o d u c e s a
m i x t u r e o f t w o t r a n s e n a n t i o m e r s w h i c h a p p e a r e d a s t w o i n s e p a r a b l e p e a k s w i t h
r e t e n t i o n t im e s o f a p p r o x i n i a t e l y 1 9 . 0 a n d 1 9 . 2 m i n u t e s o n o u r H P L C gr a d i e n t .
U n d e r a v a r i e t y o f c o n d i t i o n s , t h e s y n t h e t i c m a t e r i a l c o n s i s t e n t l y c o e l u t e d w i th
p e a k s 2 a & 2 b f r o m t h e r e a c t i o n o f C P P - e p o x i d e a n d D N A . T h e U V a b s o r b a n c e
s p e c t r u m b e t w e e n 4 5 0 n m a n d 2 0 0 n m f o r t h i s m i x t u r e o f c o m p o u n d s s h o w e d
t h e c h a r a c t e r i s t i c r e d - s h i f t e d p y r e n e s p e c t r u m . N M R d a t a a p p e a r s a s p u b l i s h e d
^^
.
C P P - f r fl n s - (3 , 4 )- d i h y d r o d i o l : A s a m a jo r p o t e n t i a l m e t a b o l i t e a r i s i n g f r o m
h y d r o l y s i s o f C P P - (3 , 4 )- e p o x i d e , t h e t r a n s d i h y d r o d i o l w o u l d l i k e ly b e p r e s e n t
f o l l o w i n g m i c r o s o m a l m e t a b o l i sm o f C P P o r n o n - e n z y m a t i c e t h e n o b r i d g e
h y d r o l y s i s o f C P P
- 3
,
4 - o x i d e . W e s y n t h e s i z e d t h e t r a n s d i h y d r o d i o l i n o r d e r t o
d e t e r m i n e i t s r e t e n t i o n t im e u n d e r t h e c u r r e n t H P L C c o n d i t i o n s . T h e H P L C
r e t e n t i o n t im e f o r t h i s c o m p o u n d w a s 2 0 . 0 m i n u t e s , w h i l e t h e U V a b s o r b a n c e
s p e c t r u m b e t w e e n 4 5 0 n m a n d 2 0 0 n m a p p e a r e d a s a r e d s h i f t e d p y r e n e
s p e c t r u m . T h e d i a c e t a t e f o r m o f t h i s c o m p o u n d w a s a l s o sy n t h e s i z e d f o r N M R
a n a l y s i s .
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s - (3 , 4 ) - d i h y d r o d i o l : A l t h o u g h i t w a s n o t t h o u g h t t o b e a m a j o r
b r e a k d o w n m e t a b o l i t e o f C P P - o x i d e , w e s y n t h e s i z e d t h e c i s f o r m o f t h e C P P - 3 , 4 -
d i h y d r o d i o l t o d e t e r m i n e i t s c h r o m a t o g r a p h i c a n d N M R c h a r a c t e r i s t i c s .
Su b s e qu e n t H P L C a n a ly s i s o f t h i s c o m p o u n d e x h i b i t e d a r e t e n t i o n t i m e o f
a p p r o x i m a t e l y 2 3 . 0 m i n t u e s , a f u l l 3 m i n u t e s l o n g e r t h a n t h a t o f t h e t r a n s
d i h y d r o d i o l i s o m e r . T h i s i s c o n s i s t e n t w i t h o t h e r p u b l i s h e d r e s u l t s . U V
a b s o r b a n c e b e t w e e n 4 5 0 a n d 2 0 0 n m p r o d u c e d a r e d s h i f t e d p y r e n e s p e c t r u m .
P r o t o n N M R w a s u s e d t o c o n f i r m t h e s t r u c t u r e o f t h e f i n a l r e a c t i o n p r o d u c t . T h i s
c o m p o u n d w a s a c e t y l a t e d t o t h e c i s d i a c e t a t e f o r m f o r f u r th e r a n a l y s i s o f e t h e n o
b r i d g e p r o t o n c o u p l i n g c o n s t a n t s .
4 - o x o - C P P : T h e 4 - o x o k e t o n e f o r m o f C P P w a s s y n t h e s i z e d i n o r d e r t o
e s t a b l i s h t h e r e t e n t i o n t im e o f t h i s c o m p o u n d u s i n g t h e c u r r e n t H P L C
c o n d i t i o n s . A s e x p e c t e d , t h i s c o m p o u n d e l u t e d f a r t h e r a l o n g t h e g r a d i e n t , a t
a p p r o x i m a t e l y 94 % m e t h a n o l . W i t h a r e t e n t i o n t i m e o f 3 2 . 5 m i n u t e s , t h i s
c o m p o u n d c o - e l u t e d w i t h t h e l a r g e s t p e a k a p p e a r i n g f o l l o w i n g n o n - e n z y m a t i c
C P P - 3 , 4 - o x i d e d e g r a d a t i o n . I t s U V a b s o r b a n c e s p e c t r a w a s a l s o u n i q u e a n d
i d e n t i c a l t o t h a t o f p e a k 7 .
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D i s c u s s i o n :
P o l y c y c l i c a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s a r e u b i q u i t o u s i n t h e e n v i r o n m e n t a n d
a r e m e t a b o l i z e d i n v i v o t o r e a c t i v e s p e c i e s c a p a b l e o f b i n d in g t o D N A . T h i s
m u t a g e n i c a c t i v i t y w i l l , i n t u r n , c o n t r i b u t e t o t h e d e v e l o p m e n t o f c a n c e r . A s
b y p r o d u c t s o f t h e i n c o m p l e t e c o m b u s t i o n o f o r g a n i c m a t e r i a l s , P A H a r e t h o u g h t
t o c o n t r i b u t e h e a v i l y t o c a n c e r i n c i d e n c e f r o m s m o k i n g a n d a h o s t o f o t h e r
e n v i r o n m e n t a l l y - m e d i a t e d c a u s e s .
C y c l o p e n t a [c f /]p y r e n e (C P P ) b e l o n g s t o t h i s c l a s s o f c h e m i c a l s a n d i s
k n o w n t o b e m e t a b o l i z e d t o g e n o t o x i c s p e c i e s
^
'
^ ^
. C o n s i d e r a b l e w o r k h a s b e e n
d o n e i n o u r l a b o r a t o r y t o d e t e r m i n e t h e n a t u r e o f t h e i n t e r a c t i o n b e tw e e n
r e a c t i v e C P P m e t a b o l i t e s a n d D N A
,
a n d t h i s w a s t o b e t h e f o c u s o f t h e c u r r e n t
p r o j e c t . S p e c i f i c a l l y , w e s e t o u t t o d e v i s e a m e t h o d t h a t w o u l d p r o d u c e C P P -
D N A a d d u c t s i n s i g i u f i c a n t e n o u gh q u a n t i t i e s f o r s t r u c t u r a l c h a r a c t e r i z a t i o n .
In s t e a d o f c h e m i c a l l y s y n t h e s i z i n g t h e a d d u c t s
- a s h a d b e e n d o n e i n t h e p a s t i n
o u r l a b o r a t o r y
- i t w a s o u r g o a l t o o b t a i n t h e s e a d d u c t s b y 1 ) r e a c t i n g t h e
p u t a t i v e r e a c t i v e m e t a b o l i t e o f C P P , C P P - 3 , 4 - o x i d e , d i r e c t l y w i t h D N A ,
d e o x y n u c l e o s i d e s o r d e o x y n u c l e o t i d e s , o r 2 ) c r e a t i n g i n v i t r o m e t a b o l i s m s y s t e m s
c a p a b l e o f g e n e r a t i n g a d d u c t s f o l l o w i n g e x p o s u r e o f C P P t o D N A . G e n e r a t i n g
t h e a d d u c t s i n t h i s f a s h i o n w o u l d p r o v i d e i n s i g h t i n t o t h e c h e m i c a l n a t u r e o f t h e
i n t e r a c t i o n b e t w e e n t h i s b u l k y a r o m a t i c h y d r o c a r b o n a n d t h e b a s e s o n t h e D N A
s t r a n d
,
t h u s c o n t r i bu t i n g t o t h e c o m p l e t e c h a r a c t e r i z a t i o n o f i t s m u t a ge n i c a n d
c a r c i n o g e n i c p r o p e r t i e s .
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R e a c t i o n o f C P P - 3 , 4 - o x i d e w i t h D N A :
C l e a r l y o u r m o s t p r o m i s i n g r e s u l t s w e r e o b t a i n e d t h r o u gh t h e r e a c t i o n o f
C P P - 3 , 4 - o x i d e w i t h i n t a c t D N A . T h i s w a s n o t t h e f i r s t a t t e m p t i n o u r l a b o r a t o r y
6 0
a t a d d u c t f o r m a t i o n v i a t h i s r o u t e . I n p r e v i o u s w o r k b y B a r t c z a k , a t t e m p t s
w e r e m a d e a t a d d u c t f o r m a t i o n u s i n g C P P - 3 , 4 - e p o x i d e a n d i n t a c t D N A .
H o w e v e r , t h e s e p r e v i o u s a t t e m p t s a t a d d u c t c h a r a c t e r i z a t i o n w e r e u n s u c c e s s f u l .
D u r i n g t h e d e v e l o p m e n t o f o u r f i n a l p r o t o c o l f o r a d d u c t f o r m a t i o n s o m e
p o s s i b l e r e a s o n s f o r p a s t f a i l u r e s b e c a n i e e v i d e n t . F i r s t , t h e p r e v i o u s m e th o d
c h o s e n f o r s y n t h e s i s o f C P P
- 3
,
4 - o x i d e w a s l e s s e f f i c i e n t t h a n t h e c u r r e n t m e t h o d ,
c a l l i n g i n t o q u e s t i o n t h e q u a l i t y o f t h e e p o x i d e p r o d u c t . O u r c u r r e n t m e t h o d f o r
t h e s y n t h e s i s o f C P P - 3 , 4 - o x i d e i n v o l v e s f e w e r s t e p s a n d n o u n s t a b l e
i n t e r n i e d i a t e s
,
u n d o u b t e d l y i m p r o v i n g t h e p u r i t y o f t h e e p o x i d e p r o d u c t .
S e c o n d , a t t h a t t i m e t h e r e w a s n o s y n t h e t i c C P P - N
^
- d G u o a d d u c t s t a n d a r d
a v a i l a b l e f o r c o m p a r i s o n , m a k i n g a d d u c t i d e n t i f i c a t i o n a n d i s o l a t i o n
s i gn i f i c a n t l y m o r e d i f f i c u l t . B u t i t w a s p e r h a p s th e c r i t i c a l m o d i f i c a t i o n s m a d e i n
o u r D N A d i g e s t i o n a n d a d d u c t e n r i c hm e n t s t e p s th a t w e r e m o s t im p o r t a n t i n
p r o d u c i n g d e t e c t a b l e m o d i f i e d n u c l e o s i d e s i n o u r f i n a l r e a c t i o n p r o d u c t . T h o s e
c h a n g e s w i l l b e d i s c u s s e d i n g r e a t e r d e t a i l h e r e .
T h e m e th o d o f B a r t c z a k u s e s d i c h l o r o m e t h a n e a s t h e f i r s t e x t r a c t i o n a ge n t ;
w e c h o s e e th y l a c e t a t e i n s t e a d . W h i l e d i c h l o r o m e t h a n e d i d s e e m f a i r l y e f f e c t i v e
a t r e m o v i n g u n a d d u c t e d C P P - 3 , 4 - o x i d e d e r i v a t i v e s , i t a l s o a p p e a r e d t o d i s r u p t
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th e i n t e g r i t y o f t h e D N A . I n s t e a d o f r e p r e c i p i t a t i n g a s f l u f f y w hi t e s t r a n d s , t h e
D N A a p p e a r e d t o h a v e a m o r e g r a n u l a r c o n s i s t e n c y . E x t r a c t i o n s u s i n g e t h y l
a c e t a t e w e r e e f f e c t i v e a t r e m o v i n g u n a d d u c t e d C P P - 3 , 4 - e p o x i d e d e r i v a t i v e s
w i t h o u t a f f e c t i n g t h e i n t e g r i t y o f t h e D N A . S im i l a r t o p r e v i o u s e x p e r im e n t s
u s i n g d i c h l o r o n i e t h a n e , w e e x h a u s t i v e l y t r e a t e d t h e p o s t - r e a c t i o n D N A w i t h a t
l e a s t f o u r b u t a s m a n y a s s i x e x t r a c t i o n s w i t h e th y l a c e t a t e . V i s u a l a n d U V l i g h t
i n s p e c t i o n w a s u s e d t o c o n f i r m t h e t r a n s f e r o f C P P - 3 , 4 - o x i d e d e r i v a t i v e s i n t o t h e
e t h y l a c e t a t e l a y e r . Su b s e q u e n t H P L C a n a l y s i s o f t h e n i a t e r i a l i n t h e s e e x t r a c t s
p r o d u c e d c h r o m a t o g r a p h s w i th p e a k s c o r r e s p o n d i n g t o t h o s e o f m a j o r C P P - 3 , 4-
e p o x i d e r e a r r a n g e m e n t p r o d u c t s .
W h i l e c h a n g i n g f r o m d i c h l o r o m e th a n e t o e t h y l a c e t a t e s e e m e d t o a i d i n
t h e r e t r i e v a l o f i n t a c t D N A
, p e r h a p s t h e m o s t c r i t i c a l c h a n g e s w e r e m a d e d u r i n g
t h e D N A d i g e s t i o n s t e p s . I n o r d e r t o p r o d u c e c h r o m a t o g r a p h i c a l l y i d e n t i f i a b l e
a d d u c t s , D N A m u s t b e c o m pl e t e l y d i ge s t e d i n t o i n d i v i d u a l m o d i f i e d a n d
u n m o d i f i e d n u c l e o s i d e s . T h e p r e v i o u s p r o t o c o l o u t l i n e d a p r o c e d u r e w h i c h
i n v o l v e d t h e u s e o f D N A s e I
,
s n a k e v e n o m p h o s p h o d i e s t e r a s e I a n d a l k a l i n e
p h o s p h a t a s e . W h i l e t h i s c o m b i n a t i o n o f e n z y m e s h a s b e e n p r o v e n e f f e c t i v e a t
c o m p l e t e l y d i g e s t i n g u n m o d i f i e d D N A t o t h e n u c l e o s i d e l e v e l , i t s e f f e c t i v e n e s s
w i t h D N A a l t e r e d b y C P P a d d u c t s h a s n o t b e e n p r o v e n . So m e e n d o n u c l e a s e s
s u c h a s n u c l e a s e P I a r e k n o w n t o b e i n e f f e c t i v e a t c o m p l e t e l y d i g e s t i n g D N A
a d d u c t e d b y b u l k y a r o m a t i c c o m p o u n d s
^ ^
. A l t h o u g h u n l i k e l y , i t i s p o s s i b l e t h a t a
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s im i l a r p r o b l e m w a s e n c o u n t e r e d w i t h t h e e n z y m e s u s e d d u r i n g p a s t a t t e m p t s a t
C P P a d d u c t c h a r a c t e r i z a t i o n , a l l o w i n g s o m e D N A a d d u c t s t o e s c a p e d e t e c t i o n .
We c h o s e a m e t h o d t h a t m o r e c l o s e l y f o l l o w e d th e p r o v e n m e t h o d s o f
G u p t a a n d B e a c h , u s i n g m i c r o c o c c a l n u c l e a s e (M N ) a n d s p l e e n
p h o s p h o d i e s t e r a s e (S P D )
^ ^
. T h i s m e th o d f o r D N A d i g e s t i o n y i e l d e d d e t e c t a b l e
n u c l e o t i d e a d d u c t s w i th C P P i n t h e P - p o s t l a b e l i n g a s s a y , p r o v i d i n g p r o o f t h a t
e f f i c i e n t d i ge s t i o n o f t h i s e x t e n s i v e l y a d d u c t e d D N A t o t h e 3
'
- n u c l e o t i d e l e v e l
w a s t a k i n g p l a c e .
W e a l s o c h o s e a d i f f e r e n t a p p r o a c h f o r n u c l e o t i d e d e p h o s p h o r y l a t i o n
u s i n g a m o d i f i c a t i o n o f t h e m e t h o d o f S h i g e n a g a , e t a l . . B y a d j u s t i n g t h e p H o f
t h e r e a c t i o n m i x t u r e t o t h e p H o p t im u m o f 8 . 5 w i t h 1 / 1 0 v o l u m e o f l . OM T r i s -
H C l b u f f e r , 1 6 U / m g D N A o f a l k a l i n e p h o s p h a t a s e w a s a b l e t o c o m pl e t e l y d i g e s t
3 ' - n u c l e o t i d e s t o t h e n u c l e o s i d e l e v e l w i t h i n 1 h o u r a t 3 7
°
C .
T h e e f f e c t i v e n e s s o f t h i s m e t h o d o f D N A d ig e s t i o n a n d
d e p h o sp h o r y l a t i o n w a s v e r i f i e d b y a n a l y z i n g t h e r e s u l t a n t D N A d i ge s t s b y
c o m p a r a t i v e c h r o m a t o g r a p h y w i t h c o n u n e r c i a l l y a v a i l a b l e n u c l e o s i d e s t a n d a r d s .
B y u s i n g t h i s c o m b i n a t i o n o f m e th o d s f o r D N A d ig e s t i o n a n d
d e p h o s p h o r y l a t i o n , w e w e r e a b l e t o r e d u c e t h e t o t a l i n c u b a t i o n t im e t o 4 t o 5
h o u r s . T h i s i s i n c o n t r a s t t o i n c u b a t i o n s o f u p t o 7 1 h o u r s u s e d b y B a r t c z a k .
E x t e n d e d d i g e s t i o n p e r i o d s s u c h a s t h i s a r e w e l l k n o w n t o c a u s e r e d u c e d a d d u c t
y i e l d s . I n o n e d o c u m e n t e d c a s e , i n c r e a s i n g i n c u b a t i o n t i m e s f r o m 4 h o u r s t o 1 4 -
2 0 h o u r s r e s u l t e d i n P A H a d d u c t l o s s e s o f u p t o 5 4 %
^ ^
.
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A n o th e r m a jo r d i f f e r e n c e b e t w e e n p a s t a n d p r e s e n t C P P a d d u c t
c h a r a c t e r i z a t i o n e f f o r t s w a s t h e m e t h o d c h o s e n f o r a d d u c t e n r i c h m e n t . In
p r e v i o u s e x p e r im e n t s , a Qu i k - Se p L H 2 0 C 1 8 c a r t r i d g e c o l u m n w a s u s e d t o
i s o l a t e a d d u c t e d n u c l e o s i d e s . W h i l e t h i s m e t h o d h a s b e e n p r o v e n e f f e c t i v e f o r
t h e s e p a r a t i o n o f c o m p o u n d s w i t h w i d e l y v a r y i n g p o l a r i t i e s , p r o d u c t r e t r i e v a l
c o u l d b e c o m p r o m i s e d i f t h e e x a c t e l u t i o n p r o p e r t i e s o f t h e a g e n t i n q u e s t i o n a r e
n o t k n o w n .
T h e e f f e c t i v e n e s s o f u s i n g n - b u t a n o l e x t r a c t i o n t o i s o l a t e D N A b a s e s
m o d i f i e d b y P A H i s w e l l e s t a b l i s h e d
'
.
A l t h o u gh t h e m e t h o d i s m o r e
c o m m o n l y u s e d f o r e n r i c h m e n t o f 3
'
- n u c l e o t i d e a d d u c t s
,
i t i s v e r y l i k e l y t h a t
e x t r a c t i o n o f t h e m o r e h y d r o p h o b i c n u c l e o s i d e a d d u c t s i n t o t h e b u t a n o l p h a s e
w o u l d o c c u r i n a s im i l a r m a i m e r . P r i o r s u c c e s s f u l e n r i c h m e n t o f C P P a d d u c t s i n
t h e P p o s t l a b e l i n g a s s a y i s l i m i t e d p r o o f o f t h i s , s h o w i n g t h a t C P P m o d i f i e d
D N A b a s e s a r e r e t r i e v a b l e t h r o u g h b u t a n o l e x t r a c t i o n
^ ^ ' ^ ^
.
I n m o s t c a s e s w e w e r e a b l e t o d e t e c t c o n s i d e r a b l e f l u o r e s c e n c e i n t h e
b u t a n o l e x t r a c t s . A s s u m i n g c o m p l e t e r e m o v a l o f C P P d e r i v a t i v e s d u r i n g t h e
e t h y l a c e t a t e e x t r a c t i o n s t e p s , t h i s f l u o r e s c e n c e c o u l d o n l y b e d u e t o C P P
a t t a c h e d t o n u c l e o s i d e r e s i d u e s . I n r e a l i t y , a p o r t i o n o f t h e f l u o r e s e n c e w a s l i k e l y
d u e t o r e s i d u a l C P P d e r i v a t i v e s
,
b u t a n a l y s i s o f t h e n
- b u t a n o l e x t r a c t s b y H P L C
a l s o s h o w e d t h e p r e s e n c e o f p e a k s s t r o n g l y s u g g e s t i v e o f C P P
- d e o x y n u c l e o s i d e
a d d u c t s .
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I t i s l i k e l y t h a t p a s t m e t h o d s u s e d f o r C P P a d d u c t f o r m a t i o n a n d i s o l a t i o n
w e r e u n s u c c e s s f u l d u e t o i n e f f i c i e n t D N A d i g e s t i o n m e t h o d s o r i n e f f e c t i v e
a d d u c t e n r i c h m e n t s t e p s . T h e u s e o f e s t a b l i s h e d d i g e s t i o n p r o t o c o l s i n v o l v i n g
M N a n d SP D i n t h e p l a c e o f D N a s e a n d s n a k e v e n o m p h o s p h o d i e s t e r a s e m a y
h a v e b e e n i i \ s t r u m e n t a l i n g e n e r a t i n g t h e n u c l e o s i d e a d d u c t s w e d e t e c t e d d u r i n g
o u r e x p e r im e n t s . R e d u c i n g t h e t im e n e c e s s a r y f o r D N A d ig e s t i o n w a s a l s o
u n d o u b t e d l y c r i t i c a l , a s w e r e c h a n g e s m a d e i n a d d u c t e n r i c h m e n t s t e p s .
O t h e r m o d i f i c a t i o n s w e r e m a d e d u r i n g t h e d e v e l o p m e n t o f t h e D N A - C P P
o x i d e r e a c t i o n p r o t o c o l , b u t n o n e p r o d u c e d a s s i g n i f i c a n t a n im p r o v e m e n t a s t h e
a d ju s b n e n t s m a d e i n t h e D N A d i ge s t i o n a n d a d d u c t e n r i c hm e n t s t e p s . M o s t
r e a c t i o n s w e r e a l l o w e d t o p r o c e e d a t 3 7
°
C f o r a t l e a s t t h r e e h o u r s . Sm a l l c h a n ge s
i n t h e t e m p e r a t u r e o r t i m e o f r e a c t i o n d i d n o t n o t i c e a b l y i m p r o v e a d d u c t y i e l d .
M o d i f y i n g th e o r i g i n a l p H o f t h e r e a c t i o n n u x t u r e a l s o d i d n o t s e e m t o a l t e r t h e
e x t e n t o f p r o d u c t f o r m a t i o n . T h e s e l e c t e d p H o f 7 . 4 f o r t h e r e a c t i o n o f D N A a n d
C P P - e p o x i d e w a s s l i gh t l y m o r e a c i d i c t h a n t h e p H 8 . 0 b u f f e r s u s e d p r e v i o u s l y b y
B a r t c z a k . B a r t c z a k c i t e s r e f e r e n c e s t h a t m a y s u g g e s t g r e a t e r a d d u c t y i e l d a t
l o w e r p H v a l u e s , b u t o u r f i n a l p H v a l u e o f 7 . 4 w a s c h o s e n p r im a r i l y o n t h e b a s i s
o f b i o l o g i c a l r e l e v a n c e r a t h e r t h a n o p t i m i z a t i o n o f a d d u c t y i e l d
^ °
.
T h e f i n a l m o l a r r a t i o o f C P P - 3 , 4 - e p o x i d e t o D N A c h o s e n p r o d u c e d t h e
g r e a t e s t y i e l d o f p o t e n t i a l a d d u c t p e a k s . I n c r e a s i n g t h e a m o u n t o f C P P i n th e
r e a c t i o n i n v a r i a b l y c a u s e d t h e c h e m i c a l t o p r e c i p i t a t e f r o m s o l u t i o n , w h i l e
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i n c r e a s i n g t h e r e a c t i o n c o n c e n t r a t i o n o f D N A c o m p r o m i s e d t h e e f f e c t i v e n e s s o f
t h e e a ri i e s t e x t r a c t i o n s t e p s .
O p t im i z i n g d i s s o l u t i o n o f t h e C P P
- 3 , 4 - e p o x i d e i n t h e r e a c t i o n v i a l s o f t e n
p r o v e d c h a l l e n g i n g . C P P w a s d i s s o l v e d a t 2 . 4 6 m g / m l i n D M SO b e f o r e a d d i t i o n
t o t h e r e a c t i o n . T h e f i n a l v o l u m e o f C P P s o l u t i o n a d d e d w a s 1 0 % o f t h e D N A
s u s p e n s i o n v o l u m e . I f a h i g h e r p e r c e n t a g e o f D M SO w a s a d d e d , e x t r a c t i o n w i th
e th y l a c e t a t e w a s u n s u c c e s s f u l , b u t i f t h e r e a c t i o n w a s l e s s t h a n 1 0 % D M SO , t h e
C P P - 3
,
4 - e p o x i d e w o u l d r a p i d l y p r e c i p i t a t e . B a r t c z a k m e n t i o n s u s i n g a
" m i n i m a l "
a m o u n t o f a c e t o n e t o d i s s o l v e t h e C P P - e p o x i d e p r i o r t o r e a c t i n g i t w i t h D N A . I t
i s c o n c e i v a b l e t h a t i n n o t o p t i m i z i n g t h e o r g a n i c p h a s e c o n c e n t r a t i o n o f t h e
r e a c t i o n s o l u t i o n , m i n i m a l a m o u n t s o f a d d u c t s w e r e f o r m e d d u e t o r a p i d
p r e c i p i t a t i o n o f C P P - e p o x i d e .
H P L C p r o t o c o l m o d i f i c a t i o n s :
T h e H P L C g r a d i e n t f o r i s o l a t i o n o f C P P - D N A a d d u c t s w a s s e l e c t e d o n t h e
b a s i s o f H P L C r e t e n t i o n t i m e s f o r t h e s y n t h e t i c a d d u c t s a n d C P P d e r i v a t i v e s . T h e
t r a n s - C P F - N - d G u o a d d u c t s y n t h e s i z e d i n o u r l a b o r a t o r y e l u t e d a t a b o u t 7 0 %
m e t h a n o l
,
w i t h a r e t e n t i o n t im e o f j u s t o v e r 1 9 m i n u t e s . T w o o v e r l a p p i n g p e a k s
a p p e a r e d , m o s t l i k e l y r e p r e s e n t i n g t h e t w o d i a s t e r e o m e r s o f t h e t r a n s C P P - N
^
-
d G u o a d d u c t . T h e m a j o r i t y o f C P P a d d u c t s d e t e c t e d u s i n g
^ ^
P - p o s t l a b e l i n g
m e t h o d s w e r e d e o x y gu a n o s i n e d e r i v e d
^ ^ ' ^ ^ a n d w i t h th i s i n f o r m a t i o n w e
i n f e r r e d t h a t m o s t n u c l e o s i d e a d d u c t s a r i s i n g f r o m t h e r e a c t i o n o f C P P - 3 , 4 - o x i d e
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w i t h D N A w o u l d b e r e s o l v e d o n a g r a d i e n t t h a t r a n b e t w e e n 5 0 % a n d 1 0 0 %
m e t h a n o l .
D i s c u s s i o n o f N M R a n d M S r e s u l t s :
T h e s y n t h e t i c N
^
- d e o x y g u a n o s i n e a d d u c t o f C P P w a s a n im p o r t a n t a i d i n
i d e n t i f y i n g a d d u c t s i n o u r r e a c t i o n m i x t u r e . B y c o m p a r i n g H P L C r e t e n t i o n t i m e s
w e c o u l d i d e n t i f y p o t e n t i a l a d d u c t p e a k s f o l l o w i n g H P L C s e p a r a t i o n . U s i n g t h i s
a p p r o a c h w e i d e n t i f i e d p e a k s 2 a & 2 b a s o u r m o s t p r o m i s i n g c a n d i d a t e s f o r t h e
d i a s t e r e o m e r i c t r a n s N
^
- d e o x y gu a n o s i n e a d d u c t s . T h e s e p e a k s c o - e l u t e d w i t h t h e
t r a n s C P P - N - d G u o a d d u c t s t a n d a r d s a n d a p p e a r e d q u a l i t a t i v e l y s i m i l a r , a s t w o
u n r e s o l v a b l e p e a k s . T h e U V s p e c t r u m w a s a l s o i d e n t i c a l t o t h a t o f t h e s y n t h e t i c
d e o x y gu a n o s i n e a d d u c t s , a l t h o u g h t h e p r e s e n c e o f t h e r e d
- s h i f t e d p y r e n e
s p e c t r u m c o u l d n o t b e u s e d t o p o s i t i v e l y i d e n t i f y t h e p r e s e n c e o f a n a d d u c t s i n c e
m a n y m e t a b o l i t e s a n d d e r i v a t i v e s o f C P P - e p o x i d e a l s o e x h i b i t t h i s s p e c t r u m .
A t t em p t s a t s e p a r a t i n g th e p e a k s u s i n g p r o l o n g e d g r a d i e n t s , c h i r a l c o l u m n s a n d
bu f f e r e d a q u e o u s m o b i l e p h a s e s w e r e u n s u c c e s s f u l .
T h e p r o t o n N M R s p e c t r u m t h a t a p p e a r s i n f i g u r e 1 2 b w a s a c q u i r e d by
o v e r n i gh t a n a l y s i s (a p p r o x im a t e l y 1 7 h o u r s ). T h e s p e c t r u m w a s s u gg e s t i v e o f a
C P P - d G u o a d d u c t b u t w a s n o t e n t i r e l y i d e n t i c a l t o t h e p u b l i s h e d s p e c t r u m
o b t a i n e d f o r t h e C P P - d G u o s t a n d a r d
^ ^
. A l t h o u gh th e s p e c t r u m i s n o t a c o m p l e t e
m a t c h w i t h t h a t o f t h e o r i g i n a l a d d u c t s t a n d a r d , t h i s m a y b e d u e t o s i gn i f i c a n t
d i f f e r e n c e s i n c o n c e n t r a t i o n
,
t e m p e r a t u r e o r H 2O c o n t e n t . I n a d d i t i o n t o
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c o r r o b o r a ti v e H P L C a n d U V r e s u l t s , t h e N M R s p e c t r u m b o t h c o n f i r m e d t h e
p r e s e n c e o f t h e p y r e n e m o i e t y a n d i n d i c a t e d t h e p r e s e n c e o f o n e a d d i t i o n a l
a r o m a ti c p r o t o n , i n a d d i t i o n t o a v a r i e t y o f u p f i e l d s u g g e s ti v e o f n u c l e o s i d e
p r o t o n s . T h e a p p a r e n t p r e s e n c e o f a l u n t h a r o m a ti c p r o t o n s i g n a l i s im p o r t a n t , a s
t h e C 8 p r o t o n f r o m d e o x y g u a n o s i n e w o u l d b e e x p e c t e d i n t h i s r e g i o n .
I n t e g r a ti o n o f t h e a r o m a ti c r e g i o n o f C P P - 3 , 4 - e p o x i d e a n d i t s d e r i v a ti v e s s h o u l d
o n l y p r o d u c e e i gh t s i gn a l s , c o r r e s p o n d i n g t o t h e e i gh t p r o t o n s o n t h e p y r e n e
m o i e t y (C 1 - C 2 & C 5 - C 1 0) . T h e e x i s t e n c e o f 9 a r o m a ti c p r o t o n s c a n n o t b e
e x p l a i n e d b y t h e p r e s e n c e o f a C P P e p o x i d e d e r i v a ti v e a l o n e . S l i gh t d i f f e r e n c e s
b e t w e e n t h e N M R s p e c t r u m f o r o u r r e a c ti o n p r o d u c t a n d t h a t o f t h e s y n t h e s i z e d
s t a n d a r d m a y s im p l y b e d u e t o t h e m a r k e d d i f f e r e n c e i n c h e m i c a l c o n c e n t r a ti o n .
W h e n t h e s y n t h e ti c t r a n s - C P P - N - d G u o a d d u c t s w e r e a n a l y z e d b y N M R a t v e r y
l o w c o n c e n t r a ti o n t h e r e s u l ti n g s i g n a l p a t t e r n w a s v e r y s i m i l a r t o t h a t p r o d u c e d
b y p e a k s 2 a & 2 b .
E S- M S a n a l y s i s o f t h e m a t e r i a l i n p e a k s 2 a & 2 b a l l o w e d u s t o c o n f i r m t h e
p r e s e n c e o f a C P P - d e o x y g u a n o s i n e a d d u c t . T h e e v i d e n c e g a r n e r e d f r o m H P L C ,
U V a n d N M R a l l s u gg e s t t h a t o u r p r o d u c t i s i n f a c t a d i a s t e r e o m e r i c m i x t u r e o f
f r fl « s - C P P - N - d e o x y g u a n o s i n e a d d u c t s .
A l t h o u gh t h e p r e p o n d e r a n c e o f H P L C e v i d e n c e s e e m e d t o m a k e p e a k s 2 a
& 2 b t h e m o s t p l a u s i b l e a d d u c t c a n d i d a t e s , N M R a n a l y s i s o f o t h e r p e a k s a l s o
s u g ge s t e d t h e p r e s e n c e o f a d d i ti o n a l C P P a d d u c t s . T h e H P L C r e t e n ti o n ti m e a n d
U V s p e c t r a f o r p e a k s 4 a & 4 b a n d 5 w e r e s i m i l a r t o t h e v a l u e s f o r t h e s y n t h e ti c
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t r a n s - C P P - d G u o s t a n d a r d , r a i s i n g t h e p o s s i b i l i t y t h a t t h e s e p e a k s c o u l d r e p r e s e n t
e i t h e r t h e c i s c o n f o r m a t i o n s o f t h e C P P - N - d G u o a d d u c t o r e n t i r e l y n e w a d d u c t s ,
p e r h a p s a r i s i n g f r o m a t t a c h m e n t a t o t h e r s i t e s o n d G o r a n y o f t h e o t h e r D N A
b a s e s . U s i n g p r o l o n ge d H P L C gr a d i e n t s , s o m e s e p a r a t i o n o f th e s e p e a k s w a s
s u c c e s s f u l , b u t a s w a s t h e c a s e f o r p e a k s 2 a & 2 b , e v e n p r o l o n g e d g r a d i e n t s c o u l d
n o t s a t i s f a c t o r i l y s e p a r a t e p e a k s 4 a & 4 b . P e a k 5 , h o w e v e r , w a s i s o l a t e d , a l l o w i n g
f o r f u r t h e r a n a l y s i s .
N M R a n a l y s i s o f t h e m a t e r i a l i n p e a k s 4 a & 4 b s h o w e d m a n y o f t h e s a m e
s p e c t r a l c h a r a c t e r i s t i c s s u g g e s t i v e o f n u c l e o s i d e a d d u c t s . T h e a r o m a t i c r e g i o n
w a s c o m p l e x a n d d i f f i c u l t t o i n t e r p r e t , b u t m u l t i p l e s i n g l e t s i n d i c a t e d a d d i t i o n a l
a r o m a t i c p r o t o n s n o t c o n t r i b u t e d b y G P P . Sm a l l e r p e a k s i n t h e u p f i e l d r e g i o n
m a y h a v e b e e n d u e t o t h e p r e s e n c e o f d e o x y r i b o s e s u g a r p r o t o n s (s e e f i gu r e 14 b ).
T h e c r o w d e d d o w n f i l e d r e g i o n m a y i n d i c a t e t h e p r e s e n c e o f m o r e t h a n o n e
a d d u c t o r C P P d e r i v a t i v e i n t h i s m i x t u r e . C O S Y w a s a t t em p t e d w i t h o u t s u c c e s s
f o r t h i s m a t e r i a l .
D u e t o i t s c o m p a r a t i v e l y l a r g e p e a k s i z e , w e w e r e a b l e t o g e n e r a t e a
c o n s i d e r a b l e a m o u n t o f i n f o r m a t i o n a b o u t t h e m a t e r i a l f o u n d i n p e a k 5 . A l l
2
e v i d e n c e s u gg e s t s t h a t t h i s m a t e r i a l i s e i t h e r o n e o r bo t h o f th e c z s - C P P - N - d G u o
d i a s t e r e o m e r s . N M R a n a l y s i s , b o t h p r o t o n a n d C O S Y , w a s s u c c e s s f u l f o r t h i s
c o m p o u n d , s im p l i f y i n g p e a k a s s i g n m e n t s t h o u g h o u t t h e s p e c t r u m (s e e T a b l e 1
a n d f i gu r e 1 5 c ) a n d v e r i fy i n g a t t a c h m e n t a t t h e e x o c y c l i c N
^
p o s i t i o n o f
d e o x y g u a n o s i n e . E S - M S p r o v i d e d o u r m o s t c o n c r e t e p r o o f f o r t h e i d e n t i t y o f t h i s
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m a t e r i a l . T h e m a i n s i g n a l s s e e n u n d e r c o n d i t i o n s o f h i g h m o l e c u l a r
2
f r a gm e n t a t i o n a r e i d e n t i c a l t o t h o s e s e e n w i t h t h e s y n t h e s i z e d t r a n s
- C F F - N -
d G u o a d d u c t s
,
e x c e p t t h a t a n e x t r a s i g n a l a t 3 6 0 m / z a p p e a r s i n t h e p e a k 5
s p e c t r u m , c o r r e s p o n d i n g t o t h e a d d u c t w i t h l o s s o f d e o x y r i b o s e a n d w a t e r .
P e r h a p s o u r m o s t p r o v o c a t i v e r e s u l t s w e r e s e e n w i t h a n a l y s i s o f t h e
m a t e r i a l c o r r e s p o n d i n g t o p e a k 6 . N M R a n d M S a n a l y s i s c o n f i r m e d t h a t t h i s
p e a k w a s d u e t o t h e s i g n i f i c a n t p r e s e n c e o f a d e o x y a d e n o s i n e
- d e r i v e d a d d u c t . I t s
i d e n t i t y w a s c o n f i r m e d b o t h t h r o u gh N M R a n d E S- M S a n a l y s i s . I n t h e N MR
s p e c t r u m t w o a d d i t i o n a l s i g n a l s w e r e s e e n i n t h e a r o m a t i c r e g i o n , c o r r e s p o n d i n g
t o t h e p r o t o n s o n t h e C (2 ) a n d C (8 ) o f a d e n i n e (s e e f i g u r e 1 6 b ) . E l e c t r o s p r a y m a s s
s p e c t r o s c o p y a l s o p r o v i d e d p r o o f o f a d e o x y a d e n o s i n e a d d u c t , w i t h s i gn a l s s e e n
c o r r e s p o n d i n g t o a N
^
- d e o x y a d e n o s i n e a d d u c t a n d i t s m a jo r f r a gm e n t a t i o n
p r o d u c t s . D e o x y a d e n o s i n e a d d u c t s a r e n o t n e c e s s a r i l y u n e x p e c t e d f o l l o w i n g
r e a c t i o n o f a c t i v a t e d P A H a n d D N A
,
b u t t h e a b s e n c e o f d e t e c t a b l e d A d o a d d u c t s
i n s o m e o f t h e P - p o s t l a b e l i n g s t u d i e s w i t h C P P l e d u s t o b e l i e v e t h a t t h i s t y p e o f
a d d u c t w o u l d b e a m i n o r p r o d u c t .
F i n a l l y , N M R p e r f o r m e d o n p e a k 7 c o n f i r m e d t h e i d e n t i t y o f t h i s p e a k a s
th e m a i n b r e a k d o w n p r o d u c t o f C P P - 3 , 4 - e p o x i d e , 4 - o x o - C P P . A s e x p e c t e d , t h i s
c o m p a r a t i v e l y h y d r o p h o b i c c o m p o u n d e l u t e d v e r y n e a r 1 0 0 % m e t h a n o l o n t h e
H P L C gr a d i e n t a n d c o
- e l u t e d w i th s y n t h e t i c 4 - o x o - C P P . F i g u r e 1 7 s h o w s t h e
c o m p l e t e p r o t o n N M R s p e c t r u m o f th i s c o m p o u n d , w h i l e f i gu r e 1 7 c s h o w s th e
s p e c t r u m p r o d u c e d b y t h e s y n t h e t i c c o m p o u n d f o r c o m p a r i s o n . P e a k
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a s s i g n m e n t s h a v e b e e n m a d e f o r t h i s s p e c t r u m , i n c l u d i n g f o r t h e l a r g e s i n g l e t
s e e n a t a p p r o x im a t e l y 4 . 1 5 p p m , w h i c h i s t h o u gh t t o b e d e r i v e d f r o m th e t w o C 3
p r o t o n s o n t h e e t h e n o b r i d g e . T h e a d d i t i o n a l d o u b l e t s e e n o n t h e s p e c t r u m f o r
p e a k 7 a t a b o u t I J p p m i s o b s e r v e d i n t h e N M R s p e c t r a o f m a n y o f t h e H P L C -
p u r i f i e d c o m p o u n d s a n d i s m o s t l i k e l y a n i m p u r i t y . C o n v e r s e l y , m i d - r a n g e
s i g n a l s b e t w e e n I H a n d 4 . 5 p p m w e r e a b s e n t , i n d i c a t i n g t h a t p e a k s s e e n i n t h i s
r e g i o n w i t h m a n y o f t h e o t h e r a d d u c t s a m p l e s w e r e n o t i m p u r i t i e s a n d w e r e
i n s t e a d n u c l e o s i d e p r o t o n s i gn a l s .
St e r e o c h e m i s t r y o f D N A a d d u c t a t t a c h m e n t i s o n e o f t h e m o s t i n t e r e s t i n g
v a r i a b l e s i n t h e f o r m a t i o n o f D N A a d d u c t s . C o m p a r i s o n o f H P L C r e t e n t i o n
t im e s m a d e t h e p o s i t i v e i d e n t i f i c a t i o n o f t h e d s a n d i r o n s N ^ - d G u o a d d u c t s
e a s i e r
,
b u t d e f i n i t i v e e v i d e n c e f o r a d d u c t s t e r e o c h e m i s t r y i s t y p i c a l l y d e t e r m i n e d
t h r o u gh i n
- d e p t h a n a l y s i s o f p r o t o n N MR c o u p l i n g p a t t e r n s . B y a n a l y z i n g t h e
c o u p l i n g c o n s t a n t s b e t w e e n t h e C (3 ) a n d C (4 ) e t h e n o b r i d ge p r o t o n s o f C P P ,
s t e r e o c h e m i c a l c o n f o r m a t i o n a t t h e s i t e o f n u c l e o t i d e a t t a c h m e n t c a n b e
d e t e r m i n e d f o r C P P - D N A a d d u c t s . M e a s u r e m e n t o f t h e s e c o u p l i n g c o n s t a n t s f o r
t h e s y n t h e t i c d s a n d t r a n s C P P - d i h y d r o d i o l s o r d i a c e t a t e s w i l l p r o v i d e t h e
s t a n d a r d v a l u e s f o r e a c h m o l e c u l a r c o n f o r m a t i o n . C o u p l i n g c o n s t a n t s b e t w e e n
t h e e t h e n o b r i d g e p r o t o n s i n t h e d s a n d t r a n s d i o l s s h o u l d m a t c h t h a t f o r t h e
c o r r e s p o n d i n g d s a n d t r a n s a d d u c t s .
T h e d e t e r m i n a t i o n o f p r o t o n c o u p l i n g c o n s t a n t s f o r t h e s y n t h e t i c d i o l s a n d
d i a c e t a t e s r e v e a l e d s o m e su r p r i s e s . Wh i l e t h e J v a l u e b e t w e e n t w o n e i g h b o r i n g
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p r o t o n s i s u s u a l l y l o w e r i n c i s c o n f o r m a t i o n , t h i s a p p e a r e d n o t t o b e t h e c a s e
w i t h o u r s y n t h e t i c s t a n d a r d s . I n f a c t , t h e c i s d i o l p r o d u c t s e x h i b i t e d J3 4 v a l u e s o f
6 . 2 H z i n t h e d i a c e t a t e f o r m w h i l e t h e J3 4 v a l u e f o r t h e t r a n s d i a c e t a t e p r o d u c t
w a s 1 . 1 H z . F o r t h e C P P - D N A a d d u c t s i s o l a t e d , p e a k 5 p r o v i d e d a n a p p r o x i m a t e
J3 4 v a l u e o f 6 . 5 H z , f u r t h e r e v i d e n c e t h a t t h i s d e o x y g u a n o s i n e a d d u c t l i k e l y
e x i s t s i n t h e c i s c o n f o r m a t i o n . T h e c o u p l i n g c o n s t a n t s f o r p e a k s 2 a & 2 b w e r e
d i f f i c u l t t o d e t e r m i n e d u e t o t h e l o w y i e l d o f p r o d u c t w h i c h m a d e n o n - a r o m a t i c
N M R s i g n a l a s s i g n m e n t s d if f i c u l t . Wi th o u t d e f i n e d c o u p l i n g c o n s t a n t s , d e f i n i t i v e
a d d u c t c h a r a c t e r i z a t i o n i s d i f f i c u l t , b u t t h e s i n u l a r H P L C , N M R a n d E S- M S
r e s u l t s b e t w e e n t h e s e p e a k s a n d t h o s e a r i s i n g f r o m t h e s y n th e t i c t r a n s - C P F - N
^ -
d G u o a d d u c t p r o v i d e a c o n s i d e r a b l e a m o u n t o f e v i d e n c e f o r s t r u c t u r a l
c o n f o r m a t i o n .
T h e r e m a i n i n g i d e n t i f i e d a d d u c t , p e a k 6, p r o v i d e d a g o o d s a m p l e f o r
N M R a n a l y s i s . T h e J3 4 v a l u e f o r t h i s c o m p o u n d o f 6 . 0 H z w o u l d s e e m t o i n d i c a t e
t h a t t h i s c o m p o u n d e x i s t s i n t h e c i s c o n f o r m a t i o n s i n c e i t m a t c h e s m u c h m o r e
c l o s e l y t h e J3 , 4 v a l u e d e t e r m i n e d f o r t h e s y n t h e t i c c i s d i a c e t a t e (6 . 1 t o 6 . 2 H z ) .
A g a i n , t h e a p p a r e n t a b u n d a n c e o f t h e c i s f o r m o f th i s a d d u c t i s s o m e w h a t
s u r p r i s i n g . W i t h t h e p o s s i b l e e x c e p t i o n o f p e a k s 4 a & 4 b , n o p e a k c o r r e s p o n d i n g
t o t h e t r a n s f o r m o f t h e d e o x y a d e n o s i n e a d d u c t w a s i d e n t i f i e d . T h e c o m b i n a t i o n
o f u n e x p e c t e d J3 4 v a l u e s a n d t h e s e e m i n g p r e f e r e n c e f o r c i s a d d u c t f o r m a t i o n
m a k e s f o r a n i n t e r e s t i n g p i c t u r e o f C P P a d d u c t f o r m a t i o n .
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C P P - 3
,
4- o x i d e r e a c t i o n w i t h n u c l e o s i d e s a n d n u c l e o t i d e s :
W h i l e e n c o u r a g i n g r e s u l t s w e r e o b t a i n e d a f t e r r e a c t i o n o f C P P - 3 , 4 -
e p o x i d e w i th D N A , t h e s a m e c o u l d n o t b e s a i d f o r t h e r e a c t i o n o f C P P - 3 , 4 -
e p o x i d e w i t h i n d i v i d u a l n u c l e o s i d e s o r n u c l e o t i d e s . T h e r e a r e a n u m b e r o f
r e a s o n s w h y a d d u c t i o n a t t e m p t s m a y h a v e f a i l e d h e r e w h i l e t h e y w e r e
s u c c e s s f u l w i t h i n t a c t D N A . F i r s t , i n a n a q u e o u s s o l u t i o n , D N A e x i s t s i n a h i g h l y
h y d r a t e d s t a t e . T h i s m a y h a v e f a c i l i t a t e d a d d u c t f o r m a t i o n by c r e a t i n g a
f a v o r a b l e e n v i r o n m e n t f o r c a r b o n i u m i o n f o r m a t i o n i n t h e i m m e d i a t e v i c i i u t y o f
t h e D N A s t r u c t u r e . Se c o n d , t h e s e p a r a t i o n a n d i s o l a t i o n o f a d d u c t s w a s m a d e
m u c h s i m p l e r d u e t o t h e p h y s i c a l s t r u c t u r e o f D N A . I n a w a y t h e D N A c a n b e
t h o u g h t o f a s a c t i n g l i k e a n e t , t r a p p i n g C P P - 3 , 4 - e p o x i d e t h r o u g h c o v a l e n t
a t t a c h m e n t w h i l e u n a d d u c t e d d e r i v a t i v e s o f C P P - 3 , 4 - e p o x i d e w e r e e f f e c t i v e ly
r em o v e d t h r o u gh o r g a n i c e x t r a c t i o n . R e a c t i o n o f C P P - 3 , 4 - e p o x i d e a n d
d e o x y n u c l e o t i d e s o r n u c l e o s i d e s m a y h a v e r e s u l t e d i n g r e a t e r e l im i n a t i o n o f
a d d u c t s d u r i n g t h e p r im i a r y e x t r a c t i o n s t e p . O n a t l e a s t o n e o c c a s i o n , t h e e t h y l
a c e t a t e e x t r a c t i o n s t e p w a s b y p a s s e d , w i t h d i r e c t n
- b u t a n o l e x t r a c t i o n o f t h e
r e a c t i o n m i x t u r e t a k i n g i t s p l a c e . T h e r e s u l t w a s p r e d i c t a b l e ; w h i l e t h e n - b u t a n o l
w a s u n d o u b t e d l y s u c c e s s f u l a t e x t r a c t i n g a n y a d d u c t e d n u c l e o s i d e s , i t w a s a l s o
e f f e c t i v e a t r e m o v i n g a l l t h e C P P - 3 , 4 - e p o x i d e d e r i v a t i v e s . T h e p r a c t i c a l r e s u l t
w a s a u n i n t e l l i g i b l e H P L C s p e c t r u m w i th m a n y l a r g e p e a k s i n t h e a r e a s o f
i n t e r e s t . T h e s e a d d i t i o n a l p e a k s m a y h a v e b e e n d u e t o C P P d e r i v a t i v e s s u c h a s
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t h e c i s a n d t r a n s d i h y d r o d i o l s , b o t h o f w h i c h h a v e r e t e n t i o n t im e s s im i l a r t o
i m p o r t a n t a d d u c t s .
F o l l o w i n g a p r o c e d u r e s i m i l a r t o t h a t u s e d b y B a r t c z a k , a t t e m p t s a t
a d d u c t i s o l a t i o n w e r e m a d e u s i n g p r e p a r a t i v e Se p - P a k c o l u m i i s . T h e s e a t t e m p t s
a l s o p r o v e d f r u i t l e s s . T h e u n s u c c e s s f u l a t t e m p t s a t a d d u c t f o r m a t i o n u s i n g
i n d i v i d u a l n u c l e o t i d e s a n d n u c l e o s i d e s w a s n o t e n t i r e l y s u r p r i s i n g . P r e v i o u s
a t t e m p t s h a d b e e n m a d e i n o u r l a b o r a t o r y a t a d d u c t f o r m a t i o n v i a t h i s r o u t e
w i t h o u t s u c c e s s . I n t h e f u t u r e , a r e v i s e d m e t h o d m i g h t i n c l u d e t h e r e a c t i o n o f
C P P - 3
,
4 - o x i d e w i t h 5 ' - n u c l e o t i d e s f o l l o w e d b y t h e s e l e c t i v e r e m o v a l o f C P P
d e r i v a t i v e s w i t h a n o n - p o l a r s o l v e n t s u c h a s e t h y l e t h e r . T h i s s h o u l d l e a v e
b e h i n d a d d u c t e d a n d n o n - a d d u c t e d n u c l e o t i d e s w h i c h c o u l d t h e n b e
d e p h o s p h o r y l a t e d b y i n c u b a t i o n w i th a l k a l i n e p h o s p h a t a s e . S u b s e q u e n t
e x t r a c t i o n w i t h n - b u t a n o l s h o u l d t h e n s e p a r a t e t h e a d d u c t e d n u c l e o s i d e s f o r
r e t i e v a l a n d a n a l y s i s .
M i c r o s o m a l C P P m e t a b o l i s m a n d a d d u c t i o n :
R e s u l t s w i t h a t t em p t s a t m i c r o s o m a l a c t i v a t i o n o f C P P a n d s u b s e qu e n t
D N A a d d u c t i o n w e r e d i s a p p o i n t i n g . M o s t l i k e l y t h i s w a s d u e t o l o w l e v e l s o f
m e t a b o l i s m t o r e a c t i v e s p e c i e s a n d r e s u l t i n g l o w r a t e s o f a d d u c ti o n . A t t e m p t s
w e r e m a d e t o d e t e r m i n e o p t i m u m S 9 a n d m i c r o s o m e m e t a bo l i s m c o n c e n t r a ti o n s ,
a n d s o m e p r o m i s i n g r e s u l t s w e r e s e e n w i t h H P L C a n a l y s i s o f t h e r e s u l t a n t
m e t a b o l i t e s . H P L C o f t h e r e a c ti o n p r o d u c t s f r o m a 0 . 5 m g / m l m i c r o s o m e
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m e t a b o l i s m m i x t u r e s h o w e d a m u l t i t u d e o f p e a k s , s o m e w i t h r e t e n t i o n t im e s
i d e n t i c a l t o t h o s e o f c i s a n d t r a n s C P P - d i h y d r o d i o l a n d t h e 4 - o x o - C P P k e t o n e
b r e a k d o w n p r o d u c t o f C P P - 3 , 4 - o x i d e , s u g ge s t i n g s u c c e s s f u l m e t a b o l i c
m o n o o x y g e n a t i o n o f C PP . H o w e v e r , w h e n D N A w a s a d d e d t o t h e s e m e t a b o l i s m
s y s t e m s , m a n y p r o b l e m s w e r e e x p e r i e n c e d w i t h s u b s e q u e n t D N A r e t r i e v a l . I n
t h e f u t u r e , p o s i t i v e r e t e n t i o n t im e i d e n t i f i c a t i o n f o r C P P - a d d u c t s a n d d e r i v a t i v e s
w i l l b e h e l p f u l i n a s s e s s i n g t h e l e v e l s o f C P P m e t a b o l i s m a n d D N A a d d u c t i o n .
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C o n c l u s i o n s :
I n t h e p r e c e d i n g e x p e r im e n t s w e h a v e o u tU n e d a s u c c e s s f u l p r o c e d u r e f o r
t h e g e n e r a t i o n a n d c h a r a c t e r i z a t i o n o f D N A a d d u c t s r e s u l t i n g f r o m r e a c t i o n o f
C P P - 3 , 4 - o x i d e w i t h c a l f t h y m u s D N A . U s i n g t h e s e m e t h o d s w e w e r e a b l e t o
i s o l a t e a t l e a s t f o u r C P P - D N A a d d u c t s (f i g u r e 1 8 ). T h i s r e p r e s e n t s t h e f i r s t
s u c c e s s f u l a t t e m p t a t s t r u c t u r a l c h a r a c t e r i z a t i o n o f n u c l e o s i d e a d d u c t s r e s u l t i n g
f r o m th e r e a c t i o n o f D N A w i t h C P P - 3 , 4 - o x i d e , t h e p u t a t i v e m u t a g e n i c m e t a b o l i t e
o f C P P .
U s i n g a v a r i e t y o f m e th o d s o f a n a l y s i s w e h a v e i s o l a t e d a n d i d e n t i f i e d a t
l e a s t f o u r d i s t i n c t C P P - n u c l e o s i d e a d d u c t s . T h e s e i n c l u d e a d i a s t e r e o m e r i c
2 2
m i x t u r e o f C P P - N - d G u o a d d u c t s r e s u l t i n g f r o m t r a n s a t t a c k b y th e e x o c y c l i c N
o f d G u o (p e a k s 2 a & 2 b ), a t l e a s t o n e a d d u c t d i a s t e r e o m e r r e s u l t i n g f r o m c i s
2
a t t a c k b y N o f d G u o (p e a k 5 ), a n d a d e o x y a d e n o s i n e - d e r i v e d C P P a d d u c t l i k e l y
6
a r i s i n g f r o m a t t a c k b y t h e e x o c y c l i c N o f d A d o (p e a k 6 ) . A d d i t i o n a l p e a k s
(p e a k s 4 a & 4 b ) m a y a l s o r e p r e s e n t o t h e r C P P a d d u c t s , b u t t o d a t e w e h a v e n o t
b e e n a b l e t o s u c c e s s f u l l y c h a r a c t e r i z e t h i s m a t e r i a l . H o w e v e r , b a s e d o n
i n t e r p r e t a t i o n o f N M R r e s u l t s , w h i c h i n d i c a t e b o t h t h e p r e s e n c e o f C P P p y r e n e
a n d n u c l e o s i d e s u g a r p r o t o n s , w e f e e l i t i s l i k e l y t h a t a t l e a s t o n e o f t h e s e t w o
c o e l u t i n g p e a k s i s c o m p r i s e d o f a n u c l e o s i d e a d d u c t .
A n i n t e r e s t i n g o b s e r v a t i o n w a s n o t e d f r o m o u r r e s u l t s c o n c e r n i n g
s t e r e o c h em i s t r y o f a d d u c t f o r m a t i o n . U s i n g o u r m e t h o d s f o r C P P a d d u c t
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f o r m a t i o n a n d c h a r a c t e r i z a t i o n , w e r e t r i e v e d s i gn i f i c a n t a n \ o u n t s o f e x o c y c l i c N -
d G u o a n d N
^
- d A d o a d d u c t s . T h i s r e s u l t i s i n k e e p i n g w i t h th e m a j o r i t y o f D N A
a d d u c t s t u d i e s i n v o l v i n g P A H m e t a b o l i t e s i n w h i c h e x o c y c l i c p u r i n e a d d u c t s
p r e d o m i n a t e
^ *
.
E x a m i n a t i o n o f o u r H P L C a n d N M R r e s u l t s
,
h o w e v e r
,
i n d i c a t e s
t h a t f o r m a t i o n o f c i s a d d u c t s i s h i gh l y f a v o r e d o v e r t r a n s a d d u c t f o r m a t i o n .
A l t h o u g h t h i s r e s u l t i s n o t u n p r e c e d e n t e d
^ ^ ' ^ ^ * ^
,
i t i s s o m ew h a t u n e x p e c t e d s i n c e
a d d u c t s f o r m e d b y P A H m e t a b o l i t e s g e n e r a l l y f a v o r t h e t r a n s c o n f o r m a t i o n . I n
a d d i t i o n , C P P - 3 , 4 - e p o x i d e h a s a n u n h i n d e r e d r e a c t i v e e p o x i d e g r o u p , s o a t t a c k
b y N
^
- d G u o a t C P P - C 3 f o l l o w i n g e p o x i d e r i n g o p e r u n g w o u l d b e e x p e c t e d t o
p r o d u c e p r i m a r i l y t r a n s a d d u c t s . T h e a p p a r e n t p r e d o m i n a n c e o f c i s a d d u c t s m a y
r e s u l t f r o m u n i q u e s t r u c t u r a l f e a t u r e s w i t h i n C P P - 3 , 4 - o x i d e s u c h a s a h i g h l y
t w i s t e d e t h e n o b r i d g e b o n d w i t h i n t h e c y c l o p e n t a f u s e d g r o u p . A l t e r n a t i v e l y , i t
m a y s u gg e s t r e a c t i o n c o n s t r a i n t s i m p o s e d by t h e c o m p l e x s t r u c t u r e o f t h e D N A
s t r a n d . P h e n o m e n a s u c h a s i n t e r c a l a t i o n o f t h e P A H i n t o t h e D N A s t r a n d p r i o r
t o a t t a c k b y a n u c l e o p h i l i c g r o u p c a n a f f e c t t h e c o n f o r m a t i o n o f t h e D N A a d d u c t s
t h a t r e s u l t
^ ^
. T o d a t e , a l l t h e f a c t o r s t h a t d e t e r m i n e a d d u c t s t e r e o c h e m i c a l
c o n f o r m a t i o n h a v e n o t b e e n c o m p l e t e l y e l u c i d a t e d
^ *
. F u r t h e r s t u d y i n t o t h e
n a t u r e o f t h e u n i q u e r e a c t i o n b e t w e e n C PP a n d D N A m a y h e lp d e t e r m i n e s o m e
o f t h e f a c t o r s i n v o l v e d i n t h e c h em i s t r y o f D N A a d d u c t f o r m a t i o n .
I n r e t r o s p e c t , t h e s i gn i f i c a n t p r o d u c t i o n o f ci s a d d u c t s m i gh t h a v e b e e n
f o r e s h a d o w e d b y r e s u l t s o b t a i n e d d u r i n g o u r a t t em p t e d s y n th e s i s o f t r a n s C P P -
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3 , 4 - d i h y d r o d i o l . U s i n g r e a c t i o n c o n d i t i o n s t h a t n o r m a l l y f a v o r e x c l u s i v e
p r o d u c t i o n o f t h e t r a n s d i h y d r o d i o l , w e i n s t e a d s a w a p p r o x im a t e l y e q u a l
p r o d u c t i o n o f t h e c i s a n d t r a n s d i o l f o r m s . T h i s r e s u l t s u g g e s t s t h a t s t e r i c
l im i t a t i o n s a r e m i n i m a l d u r i n g t h e f o r m a t i o n o f t h e a s - 3 , 4 - d i h y d r o d i o l o f C P P .
P e r h a p s t h e s a m e p r i n c i p l e , a p p l i e d t o t h e f o r m a t i o n o f D N A a d d u c t s r e s u l t i n g
f r o m a t t a c h m e n t a t t h e N ^ p o s i t i o n o f d e o x y gu a n o s i n e , m i g h t h e lp e x p l a i n t h e
a d d u c t p r o f i l e s e e n h e r e .
U s i n g m o l e c u l a r m o d e l i n g p r o g r a m s w e n o t e d t w i s t i n g o f t h e C 3 , C 4
e t h e n o b r i d g e a c r o s s t h e p l a n e o f t h e p y r e n e m o i e t y W i t h s i gn i f i c a n t t w i s t i n g ,
t h e p o s i t i o n o f t h e C 3 a n d C 4 p r o t o n s r e l a t i v e t o e a c h o t h e r w i l l s h i f t t o a d e g r e e
w h i c h m i g h t b e d e t e c t a b l e t h r o u g h u n u s u a l p r o t o n c o u p l i n g p a t t e r n s . I n d e e d ,
t h i s t u r n e d o u t t o b e t h e c a s e w i t h t h e s y n th e s i z e d c i s a n d t r a n s C P P
- 3
,
4 -
d i h y d r o d i o l s . W h i l e c o u p l i n g o f e t h e n o p r o t o n s i n t h e t r a n s c o n f i gu r a t i o n s h o u l d
b e l a r g e r t h a n i n t h e c i s , w e i n f a c t o b s e r v e d g r e a t e r c o u p l i n g c o i i s t a n t s w i t h t h e
c is d i h y d r o d i o l . T h i s t w i s t i n g e f f e c t m a y a l t e r t h e r e g i o c h e m i s t r y o f a t t a c k o f
n u c l e o s i d e s , p o s s i b l y g i v i n g r i s e t o t h e ty p e o f a d d u c t p r o f i l e s e e n h e r e .
S y n t h e s i s o f t h e c i s C P P - N
^
- d G u o a d d u c t d i a s t e r e o m e r s w i l l b e c r i t i c a l i n
h e l p i n g u s v e r if y th e i d e n t i t y o f t h e d e o x y g u a n o s i n e a d d u c t i n p e a k 5 . I f i t i s
c o n f i r m e d a s t h e p r im a r y a d d u c t f o r m e d , i t w i l l b e i n t e r e s t i n g t o d e t e r m i n e
w h e t h e r th i s p a t t e r n o f a d d u c t f o r m a t i o n a l s o h o ld s f o r o t h e r c y c l o p e n t a f u s e d
P A H . S y n t h e s i s o f t h e c o r r e s p o n d i n g n u c l e o t i d e a d d u c t s w i l l a l s o a i d i n
d e t e r m i n i n g t h e e x t e n t o f i n v i v o p r o d u c t i o n o f c i s C P P - N
^
- d G u o a d d u c t s b y
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p r o v i d i n g c h r o m a t o g r a p h i c s t a n d a r d s f o r t h e P
-
p o s t l a b e l i n g s t u d i e s . I t w o u l d
b e i n t e r e s t i n g t o n o t e w h e t h e r c e l l u l a r f u n c t i o n s s u c h a s v a r i a b l e m e t a b o l i s m o r
D N A r e p a i r w i l l a f f e c t t h e f i n a l i n v i v o a d d u c t p r o f i l e .
A n o t h e r i n t r i gu i n g o b s e r v a t i o n c o n c e r n i n g t h e a d d u c t p r o f i l e f o r C P P w a s
t h e e x t e n t o f r e a c t i o n w i t h d e o x y a d e n o s i n e r e s i d u e s . A s s e e n i n f i g u r e 1 1 , t h e
r e l a t i v e s i z e o f p e a k 6 (t h e C P P - d A d o a d d u c t p e a k ) i s q u i t e l a r g e , a n d i s a t l e a s t
2
a s s i g n i f i c a n t a s t h e p e a k s c o r r e s p o n d i n g t o th e d i a s t e r e o m e r i c t r a n s C P P - N -
d G u o a d d u c t s . A l t h o u g h a t t a c h m e n t a t t h e e x o c y c l i c a d e n o s i n e n i t r o g e n b y
r e a c t i v e P A H m e t a b o l i t e s i s f a i r l y c o m m o n , t h e s e a d d u c t s a r e m o r e c o mm o n l y
s e e n w i t h n o n - p l a n a r P A H s u c h a s b e n z o [c ]p h e n a n t h r e n e . In f a c t , s o m e
i n v e s t i ga t o r s h a v e b e e n a b l e t o s h o w a f a i r l y c o n s i s t e n t d i r e c t r e l a t i o n s h i p
b e t w e e n t h e p l a n a r i t y o f P A H d i h y d r o d i o l e p o x i d e s a n d p r e f e r r e d r e a c t i o n a t
d e o x y gu a n o s i n e
^ ^
. T h e s i g n i f i c a n t p r o d u c t i o n o f d e o x y a d e n o s i n e a d d u c t s by
C P P i s n o t a b l e s i n c e i t s n i o l e c u l a r c o n f o r m a t i o n i s t h o u g h t t o b e h i g h l y p l a n a r ,
i n c r e a s i n g t h e l i k e l i h o o d f o r e x c l u s i v e f o r m a t i o n o f d e o x y g u a n o s i n e a d d u c t s .
T h e d e t e c t i o n o f d e o x y a d e n o s i n e a d d u c t s i s a l s o i n t e r e s t i n g s i n c e
^ ^
P -
p o s t l a b e l i n g s t u d i e s d i d n o t d e t e c t a p p r e c i a b l e a m o u n t s o f t h i s p r o d u c t
f o l l o w i n g i n v i t r o r e a c t i o n o f C P P
- 3 , 4 - o x i d e w i t h D N A u n d e r n e a r l y i d e n t i c a l
r e a c t i o n c o n d i t i o n s . I n s t e a d
,
t h e f o u r m a j o r a n d a t l e a s t t h r e e m i n o r a d d u c t
p r o d u c t s w e r e d e t e r m i n e d t o b e d e o x y gu a n s i n e d e r i v e d . I n v i v o
^ ^
P - p o s t l a b e l i n g
s t u d i e s w e r e c o n d u c t e d i n bo t h m i c e a n d r a t s
,
a n d w h i l e t h e f o r m e r s u g g e s t e d
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e x c l u s i v e g u a n i n e a d d u c t f o r m a t i o n , t h e l a t t e r s t u d y i d e n t i f i e d a t l e a s t o n e
a d e n i n e - d e r i v e d a d d u c t i n a d d i t i o n t o t h e a f o r e m e n t i o n e d p a t t e r n o f g u a n i n e
a d d u c t s . T h e s e r e s u l t s a r e m o s t c o n s i s t e n t w i t h o u r s , s u gg e s t i n g f o r m a t i o n o f a t
l e a s t o n e d A d o a d d u c t i n a d d i t i o n t o t w o d i a s t e r e o m e r s o f b o t h t h e c i s a n d t r a n s
C P P - N ^ - d G u o a d d u c t s . T h e d i s c o r d a n c e b e t w e e n t h e a d d u c t p r o f i l e s s e e n i n t h e
i n v i v o s t u d i e s m i gh t b e d u e t o s p e c i e s d i f f e r e n c e s i n C P P m e t a b o l i s m o r a d d u c t
r e p a i r , o r d i f f e r e n c e s i n c h r o m a t o g r a p h i c a d d u c t s e p a r a t i o n m e t h o d s .
A t t h i s p o i n t w e d o n o t k n o w t h e e x a c t s t e r e o c h e m i s t r y f o r t h e p r e s u m e d
a t t a c hm e n t a t t h e N ^ p o s i t i o n o f d e o x y a d e n o s i n e . W h i l e t h e d e t e c t i o n o f o n l y o n e
p e a k c o r r e s p o n d i n g t o a d e o x y a d e n o s i n e a d d u c t s u g g e s t s o n e a d d u c t f o r m w a s
h i gh l y f a v o r e d , w e c a n n o t s a y w i t h c e r t a i n t y w h e t h e r t h i s a t t a c h m e n t i s c i s o r
t r a n s a c r o s s t h e e t h e n o b r i d g e . A s p r e v i o u s l y m e n t i o n e d , t h e e v i d e n c e f r o m
c o u p l i n g c o n s t a n t s s e e m s t o i n d i c a t e t h a t t h i s a d d u c t m a y e x i s t i n t h e c i s
c o r i f o r m a t i o n . T h i s f i n d i n g i s m o s t i n t e r e s t i n g b e c a u s e i t r a i s e s t h e p o s s i b i l i t y
t h a t a d d u c t s f o r m e d a t d e o x y gu a n o s i n e a n d d e o x y a d e n o s i n e b o t h f a v o r t h i s
c o n f o r m a t i o n .
R e c e n t s y n t h e s i s e f f o r t s i n o u r l a b o r a t o r y (P r u s i e w i c z , u n p u b l i sh e d ) h a v e
p r o d u c e d t h e t r a n s f o r m o f t h e C P P - N - d A d o a d d u c t . Su r p r i s i n g l y , t h i s s y n t h e t i c
a d d u c t d o e s n o t c o e l u t e w i t h a n y s i g n i f i c a n t p e a k d e t e c t e d i n o u r H P L C p r o f i l e ,
i n c l u d i n g p e a k s 4 a & 4 b . T h i s r e s u l t i n d i c a t e s th a t w e m a y h a v e p r o d u c e d a n
a bu n d a n c e o f t h e c i s f o r m o f th e e x o c y c l i c N
^
- d A d o a d d u c t . A t t a c h m e n t a t a s i t e
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o th e r t h a n t h e e x o c y c l i c d e o x y a d e n o s i n e n i t r o g e n i s u n l i k e l y s i n c e t h e N M R
s i g n a l p a t t e r n f o r t h e e x o c y c l i c N
^
a t o m s u g g e s t s t h e p r e s e n c e o f o n l y o n e
a t t a c h e d h y d r o g e n a t o m . I f a t t a c h m e n t w a s a t a n y o t h e r s i t e o n d A d o , t h e s i g n a l
f r o m t h e N ^ p r o t o n s w o u l d i n d i c a t e t h e p r e s e n c e o f t w o h y d r o ge n a t o m s .
A l t h o u gh t h e p r i n c i p l e s a r e v e r y s i m i l a r , o u r m e t h o d f o r i n v i t r o a d d u c t
f o r m a t i o n a n d c h a r a c t e r i z a t i o n i s s l i g h t l y d i f f e r e n t t h a n m o s t p u b l i s h e d
m e th o d s . T h i s c o n c e i v a b l y r a i s e s t h e p o s s i b i l i t y t h a t a n y s t e p i n t h e p r o c e s s m a y
b e b i a s e d t o w a r d s t h e r e t r i e v a l o f c e r t a i n a d d u c t t y p e s . I n f a c t , i t h a s b e e n s h o w n
e l s e w h e r e t h a t t h e b u t a n o l m e th o d f o r a d d u c t e n r i c h m e n t i s n o t c o m p l e t e l y
i n f a l l i b l e
^ ^
. W i t h C P P t h e r e i s a c o n s i d e r a b l e d i f f e r e n c e i n a d d u c t y i e l d b e t w e e n
th e n u c l e a s e P I a n d b u t a n o l m e t h o d s o f a d d u c t e n r i c hm e n t , w i t h l o s s o f s o m e o f
t h e l e a s t h y d r o p h o b i c a d d u c t s u n d e r t h e b u t a n o l e n h a n c e m e n t s t e p . B u t t h o s e
c o m p a r a t i v e s t u d i e s e x a m i n e d n u c l e o t i d e a d d u c t s w h i c h , b e c a u s e o f t h e
a t t a c h e d p h o s p h a t e g r o u p , w o u l d b e l e s s l i k e l y t h a n n u c l e o s i d e a d d u c t s t o
p a r t i t i o n i n t o t h e h y d r o p h o b i c b u t a n o l l a y e r . I t i s c o n c e i v a b l e t h a t t h e b u t a n o l
e n r i c hm e n t s t e p f a v o r e d c e r t a i n a d d u c t s o v e r o t h e r s , l e a v i n g u s w i th a n
i n a c c u r a t e f i n a l a d d u c t p r o f i l e , b u t a l l p h a s e s w e r e e x a m i n e d f o r t h e p r e s e n c e o f
a d d u c t s , a n d o n l y t h e b u t a n o l e x t r a c t s p r o d u c e d s u g g e s t i v e a d d u c t p e a k s .
F u r t h e r m o r e , t h e c o n s i s t e n t p r e s e n c e o f n o n - a d d u c t e d n u c l e o s i d e s i n t h e b u t a n o l
e x t r a c t s s u g g e s t e d t h a t t h i s s o l v e n t e x t r a c t e d m o l e c u l e s w i t h a w i d e r a n ge o f
h y d r o p h o b i c i t i e s .
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T h e r e m a i n i n g p r o t o c o l s t e p s a r e e v e n l e s s l i k e l y t o b e b i a s e d . T h e p r o v e n
u l t r a s e n s i t i v i t y o f t h e
^ ^
P - p o s t l a b e l i n g s y s t e m v a l i d a t e s o u r m e t h o d f o r d i g e s t i o n
o f c h e m i c a l l y m o d i f i e d D N A , w h i l e t h e e f f e c t i v e n e s s o f o u r m e t h o d f o r
n u c l e o t i d e d e p h o s p h o r y l a t i o n b y a l k a l i n e p h o s p h a t a s e w a s c o n f i r m e d b y
i n c u b a t i o n w i t h u n m o d i f i e d D N A d i g e s t s a n d c o mm e r c i a l l y a v a i l a b l e n u c l e o t i d e
m i x t u r e s . A n a l y s i s o f t h e f i n a l n u c l e o s i d e d i g e s t s p r o v i d e d n o e v i d e n c e f o r
p o s s i b l e n u c l e o t i d e a d d u c t p r e s e n c e . C o m p l e t e a n a l y s i s o f t h e b u t a n o l e x t r a c t s
b y H P L C s h o w e d t h e p r e s e n c e o f i n c i d e n t a l u n m o d i f i e d n u c l e o s i d e s , C P P - o x i d e
d e r i v a t i v e s
,
a n d n u c l e o s i d e a d d u c t s . N o a d d i t i o n a l p e a k s w e r e d e t e c t e d .
I t w i l l b e i n t e r e s t i n g i n t h e f u t u r e t o a p p l y t h i s m e t h o d o f a d d u c t
c h a r a c t e r i z a t i o n t o o t h e r c y c l o p e n t a f u s e d P A H b e i n g s t u d i e s i n o u r l a b o r a t o r y . I t
w a s m e n t i o n e d b e f o r e t h a t C P P w a s c a p a b l e o f g i v i n g r i s e t o a u n i qu e G t o C
t r a n s v e r s i o n a t t h e f i r s t b a s e o f c o d o n 12 i n t h e K i - ra s o n c o g e n e . A l t h o u g h h i g h l y
s p e c u l a t i v e , i t w o u l d b e i n t e r e s t i n g t o t r y t o e s t a b l i s h a c o r r e l a t i o n b e t w e e n t h e
u n i q u e C P P a d d u c t a n d m u t a t i o n a l p r o f i l e s . O t h e r c y c l o p e n t a f u s e d P A H s t u d i e d
i n t h e s t r a i n A / J m o u s e i n c l u d e b e n z [j] a c e a n t h y l e n e . T h i s P A H , l i k e C P P , g a v e
r i s e t o a s i gn i f i c a n t p e r c e n t a g e o f a c t i v a t i n g G t o C t r a n s v e r s i o n s i n t h e K i
- ra s
o n c o g e n e . I t w i l l b e i n t e r e s t i n g t o a s c e r t a i n w h e t h e r b e n z [j ] a c e a n t h y l e n e a l s o
s h o w s a p r e f e r e n c e f o r c i s a d d u c t c o n f o r m a t i o n .
O u r m e t h o d f o r a d d u c t f o r m a t i o n a n d s t r u c t u r a l c h a r a c t e r i z a t i o n
p r o v i d e s t h e u l t im a t e p r o o f o f a d d u c t p r e s e n c e . O u r c o m b i n a t i o n o f s u c c e s s f u l
H P L C
,
N M R a n d E S- M S r e s u l t s h a s p r o v e n t h e s i gn i f i c a n t p r e s e n c e o f
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d e o x y a d e n o s i n e a d d u c t s f o l l o w i n g r e a c t i o n o f a c t i v a t e d C P P a n d D N A , a n d h a s
s h o w n t h a t t h e r e m a y b e u n i q u e s t r u c t u r a l p r e f e r e n c e s i n a d d u c t f o r m a t i o n
t h r o u g h t h e o v e r w h e lm i n g p r o d u c t i o n o f c i s o v e r t r a n s C P P - D N A a d d u c t s . T h e s e
o b s e r v a t i o r i s s h o u l d b e u s e d t o t e s t t h e r e s u l t s f o l l o w i n g a d m i n i s t r a t i o n o f C P P
i n v i v o . T h e s y n t h e s i s o f C P P - N
^
- d e o x y a d e n o s i n e
- 3 ' - p h o s p h a t e a n d C P P
- N
^
-
d e o x y gu a n o s i n e
- 3 ' - p h o s p h a t e a d d u c t s w i l l a i d i n c o r r e l a t i n g o u r r e s u l t s w i t h
th o s e o f t h e P - p o s t l a b e l i n g s t u d i e s .
T h e e f f o r t s u n d e r t a k e n h e r e i l l u s t r a t e t h e d i f f i c u l t y o f d e t e r n u n i n g a d d u c t
s t r u c t u r a l i n f o r m a t i o n u s i n g n o n - r a d i o l a b e l e d m u t a g e n s , b u t t h e e v e n t u a l
s t r u c t u r a l c h a r a c t e r i z a t i o n p r o v i d e s t h e u l t i m a t e e v i d e n c e f o r t h e r e a c t i v e
p o t e n t i a l b e t w e e n t h e s e e n v i r o n m e n t a l m u t a g e n s a n d D N A . I n t h e f u t u r e ,
a t t e m p t s s h o u l d b e m a d e t o e x p a n d t h i s p r o t o c o l t o i n c l u d e D N A a d d u c t i o n
t a k i n g p l a c e i n t h e p r e s e n c e o f p a r e n t P A H a n d a c t i v a t i n g e n z y m e s . W h i l e t h e
s e n s i t i v i t y o f t h i s m e th o d d o e s n o t m a t c h t h a t o f t h e P - p o s t l a b e l i n g a s s a y , i t
d o e s p r o v i d e c o n c r e t e s t r u c t u r a l c h a r a c t e r i z a t i o n a n d c i r c u m v e n t s t h e n e e d f o r
r a d i o a c t i v e l a b e l i n g . T h i s m e t h o d m a y p r o v e h e l p fu l i n c h a r a c t e r i z i n g s im i l a r
a d d u c t s a r i s i n g f r o m r e a c t i o n s b e t w e e n m u t a g e n i c P A H a n d D N A .
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C y c l o p e n t a [c £f |p y i ' e n e a n d S t r u c t u r a l l y R e l a t e d C o m p o u n d s . C a n c e r R e s e a r c h , 4 0 ,
64 2 - 64 9 .
3 5 . B e a c h A C , G u p t a R C , (1 9 94 ) . D N A a d d u c t s o f t h e u b i qu i t o u s e n v i r o n m e n t a l
c o n t a m i n a n t c y c l o p e n t a [ c f/]p y r e n e . C a r c i n o ge n e s i s , 1 5 (5 ), 1 0 6 5 - 1 0 7 2 .
3 6 . F u P P , B e l a n d F A , Y a n g K , (1 9 8 0 ) . C y c l o p e n t a - p o l y c y c l i c a r o m a t i c
h y d r o c a r b o n s : p o t e n t i a l c a r c i n o g e n s a n d m u t a g e n s . C a r c i n o ge n e s i s , 1 , 7 2 5 - 7 2 7 .
3 7 . E i s e n s t a d t E , Sh p i z n e r B , G o l d A , (1 9 8 1 ) . M e t a b o l i s m o f c y c l o p e n t a [c d ]p y r e n e
a t t h e K - r e g i o n b y m i c r o s o m e s a n d a r e c o n s t i t u t e d c y t o c h r o m e P - 4 5 0 s y s t e m
f r o m r a t l i v e r . B i o c he m . B i o p h y s . R e s . C o m m . , 1 0 0 (3 ), 9 6 5 - 9 7 1 .
3 8 . C a v a l i e r i E L , R o ga n E G , T h i l l y WG , (1 9 8 1 ). C a r c i n o ge n i c i t y , m u t a ge n i c i t y
a n d b i n d i n g s t u d i e s o f t h e e n v i r o n m e n t a l c o n t a m i n a n t c y c l o p e n t a [ c ^ p y r e n e a n d
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- 4 9 8 , C o o k e M a n d D e n n i s A J, e d s . , B a t t e l l e
P r e s s
,
C o l u m b u s , O H .
3 9 . Su r h Y J, H o o n je o n g K , T a n n e n b a u m SR , (1 9 9 3 ) . Su l f o t r a n s f e r a s e - m e d i a t e d
A c t i v a t i o n o f 4 - H y d r o x y
- a n d 3 , 4 - D i h y d r o x y
- 3
,
4 - d i h y d r o c y c l o p e n t a [c d ]p y r e n e ,
M a jo r M e t a b o l i t e s o f C y c l o p e n t a [c rf ]p y r e n e . C a n c e r R e s . , 5 3 , 1 0 1 7- 1 0 2 2 .
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B r e w s t e r J, E i s e n s t a d t E , (1 9 7 9 ). Sy n t h e s i s o f c y c l o p e n t a [c i ]p y r e n e
3
,
4 - e p o x i d e , t h e u l t im a t e m u t a ge n i c m e t a b o l i t e o f t h e e n v i r o n m e n t a l c a r c i n o g e n ,
c y c l o p e n t a [c rf ]p y r e n e . / . So c . C he m . C o m m u n . , 9 7 9 (2 0), 9 03 - 9 04 .
4 2 . G o ld A
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e t . a l
, (1 9 8 0 ). M u t a g e n e s i s a n d M o r p h o l o g i c a l T r a n s f o r m a t i o n o f
M a m m a l i a n C e l l s by a N o n - Ba y - R e g i o n P o l y c y c l i c C y c l o p e n t a [c rf ]p y r e n e a n d i t s
3 , 4 - o x i d e . C a n c e r R e se a r ch , 4 0, 4 4 8 2 - 4 4 8 4 .
8 3
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o f c y c l o p e n t a [c d ]p y r e n e - 3 , 4 - e p o x i d e w i t h D N A a n d d e o x y n u c l e o t i d e s .
C a r c i n o g e n e s i s 1 4 (4 ), 76 7- 7 71 .
4 4 . N e a l J, T r i e f f N M , (1 9 7 2 ) . I s o l a t i o n o f a n k n o w n c a r c i n o g e n i c p o l y c y c l i c
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e n v i r o n m e n t a l p o l l u t a n t s c y c l o p e n t e n o [c d ]p y r e n e a n d c y c l o p e n t a n o [ c d ]p y r e n e i n
m o u s e s k i n . Ca r c i n o g e n e s i s , 2 , 2 7 7 - 2 8 1 .
4 6 . N e s n o w S
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e t . a h , (1 9 94 ). C y c l o p e n t a [c d ]p y r e n e - i n d u c e d t u m o r i g e n i c i t y , K i - ra s
c o d o n 1 2 m u t a t i o n s a n d D N A a d d u c t s i n s t r a i n A / Jm o u s e l u n g . C a r c i n o ge n e s i s ,
1 5 (4 ), 6 0 1 - 6 0 6 .
4 7 . B u s b y WF Jr . , St e v e n s E K , K e l l e n b a c h E R , C o r n e l i s s e J, L u g t e n b e r g J, (1 9 8 8 ).
D o s e - r e s p o n s e r e l a t i o n s h i p s o f t h e t u m o r i g e n i c i t y o f c y c l o p e n t a [ c rf ]p y r e n e ,
b e n z o [fl ]p y r e n e , a n d 6 - n i t r o c h r y s e n e i n a n e w b o r n m o u s e l u n g a d e n o m a
b i o a s s a y . C a r c i n o g e n e s i s , 9, 74 1
- 74 6 .
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R o g a n E , S a l m a s i S, P a t i l K , (1 9 8 3 ). Sy n c a r c i n o g e n i c
e f f e c t o f t h e e n v i r o n m e n t a l p o l l u t a n t s c y c l o p e n t e n o [c rf lp y r e n e a n d
b e n z o [fl ]p y r e n e i n m o u s e s k i n . C a r c i n o g e n e s i s , 4 , 3 9 3 - 3 9 7 .
4 9 . B a i r d W M
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H a r v e y R G , B r o o k e s P , (1 9 75 ) . C o m p a r i s o n o f t h e C e l l u l a r D N A -
b o u n d P r o d u c t s o f B e n z o [fl ]p y r e n e w i t h t h e P r o d u c t s F o r m e d b y t h e R e a c t i o n o f
B e n z o [fl ]p y r e n e - 4 , 5 - o x i d e w i t h D N A . C a n c e r R e se a r ch , 3 5 , 5 4 - 5 7 .
5 0 . B e l a n d F A
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H a r v e y R G , (1 9 7 6 ). T h e i s o m e r i c 9 , 1 0 - o x i d e s o f t r a n s - 7, 8 -
d i h y d r o x y
- 7
,
8 - d i h y d r o b e n z o [fl ]p y r e n e . / . C h e m . So c . Che m . C o m m u n . , 8 4 - 8 5 .
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9 b , 1 0b - e p o x y
- 7, 8, 9 , 1 0- t e t r a h y d r o b e r i z o [fl ]p y r e n e , a p o t e n t i a l m e t a b o l i t e o f t h e
c a r c i n o g e n b e n z o [fl ]p y r e n e w i t h s t e r e o c h e m i s t r y r e l a t e d t o t h e a n t i l e u k e m i c
t r i p t o l i d e s . / . A m . C he m . So c , 9 7 , 6 8 8 1 - 6 8 8 3 .
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5 2 . Je f f r e y A M , We i n s t e i n I B , Je n n e t e K , G r z e s k o w i a k K , N a k a n i s h i K , H a r v e y
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,
A u t r u p H , H a r r i s C , (1 9 7 7 ) . St r u c t u r e s o f b e r i z o [fl ]p y r e n e - n u c l e i c a c i d
a d d u c t s f o r m e d i n h u m a r i a n d b o v i n e b r o n c h i a l e x p l a n t s . N a t u r e , 2 6 9 , 3 4 8 - 3 5 0 .
5 3 . A g a r w a l SK , e t . a l , (1 9 8 7 ) . C h e m i c a l C h a r a c t e r i z a t i o n o f D N A A d d u c t s
D e r i v e d f r o m t h e C o r i f i g u r a t i o n a l l y I s o m e r i c B e n z o [c ]p h e n a n t h r e n e - 3 , 4 - d i o l 1 , 2 -
E p o x i d e s . / . A m . Che m . So c , 1 0 9 , 2 4 9 7 - 2 5 0 4 .
5 4 . C h a d h a A , e t . a l , (1 9 8 9 ) . S t r u c t u r e s o f C o v a l e n t N u c l e o s i d e A d d u c t s F o r m e d
f r o m A d e n i n e , G u a n i n e , a n d C y t o s i n e B a s e s o f D N A a n d t h e O p t i c a l l y A c t i v e
B a y
- R e g i o n 3 , 4
- D i o l 1
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2 - E p o x i d e s o f D i b e n z [fl , 7] a n t h r a c e n e . / . A m . Ch e m . So c , 1 1 1 ,
5 4 5 6 - 5 4 6 3 .
5 5 . S a n g a i a h R , G o l d A , B a l l L M , M a t t h e w s D L , T o n e y G E , (1 9 9 2 ) . Sy n t h e s i s a n d
R e s o l u t i o n o f P u t a t i v e D i a s t e r e o m e r i c N - d e o x y gu a n o s i n e a n d N -
d e o x y g u a n o s i n e a d d u c t s o f b i o l o g i c a l l y a c t i v e c y c l o p e n t a P A H . T e t r a he d r o n L e t t ,
3 3 (3 8 ), 5 4 8 7 - 5 4 9 0 .
5 6 . Sh i g e n a ga M K , A b o u j a o u d e E N , C h e n Q , A m e s B N , (1 9 94 ). A s s a y s o f
O x i d a t i v e D N A D a m a g e B i o m a r k e r s 8 - O x o - 2
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- d e o x y g u a n o s i n e a n d 8 -
O x o g u a n i n e i n N u c l e a r D N A a n d B i o l o g i c a l F l u i d s b y H i g h - P e r f o r n i a n c e L i q u i d
C h r o m a t o g r a p h y w i t h E l e c t r o c h e m i c a l D e t e c t i o n . M e th o d s i n E n z y m o l o g y , 2 3 4 , 1 6 -
3 3 .
5 7 . B e a c h A C
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G u p t a R C , (1 9 92 ) . H u m a n b i o m o n i t o r i n g a n d t h e
^ ' ^
P - p o s t l a b e l i n g
a s s a y . C a r c in o g e n e s i s , 1 3 (7 ), 1 0 5 3 - 1 0 7 4 .
5 8 . M a r o n D M , A m e s B N , (1 9 83 ). R e v i s e d m e t h o d s f o r t h e S a l m o n e l l a
m u t a ge n i c i t y t e s t . M u t a ti o n R e s e a r c h , 1 1 3 , 1 7 3 - 2 1 5 .
5 9 . L o w r y O H , R o s e b r o u gh N J, F a r r A L , R a n d a l l RJ, (1 9 5 1 ). P r o t e i n m e a s u r e m e n t
w i t h Fo l i n p h e n o l r e a g e n t . / . B i o l . Che m . , 1 9 3 , 2 6 5 - 2 75 .
6 0 . B a r t c z a k A W
, (1 9 9 1 ) . S y n t h e s i s a n d b a c t e r i a l m u t a ge n i c i t y o f t h e c y c l o p e n t a
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